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Ziel dieser Arbeit war es, Gene und zellula¨re Signalwege aufzudecken, die eine Rolle bei dem
mit Morbus Alzheimer assoziierten oxidativen Nervenzelltod spielen ko¨nnten. Dazu wurden
Zelllinien entwickelt, die gegen oxidativen Zelltod resistent sind. Als Modell dienten klonale
hippokampale Mausneurone der Zelllinie HT-22. Von dieser Zelllinie wurden Glutamat- und
Wasserstoffperoxid-resistente Klone isoliert.
Die Genexpression von Enzymen und Transkriptionsfaktoren in diesen Zellen wurde mit derje-
nigen der vulnerablen, parentalen Zellen verglichen. Der Vergleich der Genexpression erfolgte
durch die Methode des Differential Displays (DD), durch Gen-Expressions Arrays und durch
Chip-Hybridisierung. Als Grundlage fu¨r den Vergleich der Vera¨nderungen in einigen ausge-
suchten Signaltransduktionswegen dienten außerdem Western Blot Analysen.
Fu¨r das Enzym Glykogen-Synthase-Kinase 3β (GSK-3β) konnte eine Rolle in der Resistenz-
vermittlung gegen oxidativen Stress nachgewiesen werden. Es wurde ein erniedrigter Spiegel
sowohl der Gesamtmenge als auch der aktiven Form dieser Kinase in den gegen oxidativen
Stress resistenten Neuronen beobachtet. Die Inhibition von GSK-3β in nicht resistenten Zellen
fu¨hrte zu einer erho¨hten Toleranz gegen die oxidativen Stressoren Glutamat und Wasserstoff-
peroxid.
Auch die sekretierte Menge an dem als protektiv wirkend beschriebenen sAPPα war bei den
resistenten Neuronen gro¨ßer als bei den nicht resistenten Neuronen und ko¨nnte folglich zu dem
Resistenzverhalten der Zellen beitragen.
1
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Passend zu diesen Beobachtungen wurde ein erho¨hter Spiegel von phosphorylierter MAP-
Kinase (MAPK) in den resistenten Neuronen gefunden. MAPK ist ein Enzym, das sowohl zu
einer versta¨rkten Sekretion von sAPPα fu¨hren als auch GSK-3β durch Phosphorylierung an
einem Serin-Rest inhibieren kann.
Weitere Unterschiede zwischen resistenten und nicht resistenten Neuronen wurden in der Ex-
pression der Bcl2/Bax Genfamilie sowie einigen Tumor-assoziierten Genen wie z.B. p53 und
Gadd45 nachgewiesen. Diese Gene wurden in den Glutamat-resistenten Zellen schwa¨cher ex-
primiert als in den nicht resistenten Zellen.
DD Untersuchungen ergaben eine erniedrigte Expression fu¨r das Gen des 26S Proteasoms so-
wie fu¨r das Gen
”
Mus musculus adult male cerebellum cDNA, RIKEN“ (AMC) in Glutamat-
resistenten im Vergleich zu nicht resistenten Zellen. Die Expression dieser Gene wurde auch
im Gehirn von Ma¨usen u¨berpru¨ft, wobei dem Hippokampus besondere Aufmerksamkeit ge-
schenkt wurde, da dieser bei Alzheimer Patienten eine starke Neurodegeneration aufweist. Die
fu¨r oxidativen Stress sensitiven Hippokampus-Neurone zeigten eine besonders starke Expressi-
on sowohl des Proteasom-Gens als auch des AMC-Gens.
Insgesamt wurden viele Gene und Signalwege im Hinblick auf Unterschiede zwischen gegen
oxidativen Stress resistenten und nicht resistenten Neuronen untersucht. Einige der festgestell-
ten Unterschiede, wie z.B. die verringerte Aktivita¨t von GSK-3β in den resistenten Neuronen,
ko¨nnten eventuell in Zukunft als Ansatzpunkte fu¨r neuroprotektive Wirkstoffe genutzt werden.
Kapitel 2
Einleitung
2.1 Pathogenetische Merkmale der Alzheimer Krankheit
Vor allem durch die Fortschritte in der Medizin haben die Menschen heute eine ho¨here Lebens-
erwartung als in den vergangenen Jahrhunderten. Mit fortschreitendem Alter erlangen daher
auch Krankheiten Bedeutung, die fru¨her eine geringe Rolle gespielt haben. Morbus Alzheimer
ist wohl eine der bekanntesten vornehmlich altersbedingten Erkrankungen.
Bei Morbus Alzheimer handelt es sich um eine neurodegenerative Krankheit, die bei den Pati-
enten zu einer fortschreitenden Demenz fu¨hrt. Pathologisch zeichnet sie sich durch drei Haupt-
vera¨nderungen im Gehirn aus: 1. Verlust von Neuronen, 2. Ablagerungen im Gehirn, soge-
nannten senilen Plaques, deren Hauptbestandteil aggregiertes Amyloid β-Peptid (Aβ) ist und
3. intrazellula¨re Fibrillenbu¨ndel (neurofibrilla¨re
”
Tangles“) in degenerierenden Neuronen (Alz-
heimer, 1907; Terry et al., 1994).
Die meisten Fa¨lle von Morbus Alzheimer treten sporadisch auf, wobei das Alter den gro¨ßten
bislang entdeckten Risikofaktor darstellt. Nur etwa 5% der Alzheimer Erkrankungen sind auto-
somal dominant vererbt und zeichnen sich dadurch aus, dass sie Mutationen in Genen aufwei-
sen, die alle zu einer qualitativen oder quantitativen Vera¨nderung der Aβ-Produktion fu¨hren.
Bislang wurden Mutationen im Gen des Amyloid-Vorla¨uferproteins (APP fu¨r
”
Amyloid Pre-
cursor Protein“) und in den beiden Presenilin-Genen (PS1 und PS2) gefunden (Hardy, 1996; s.
auch Abschnitt 2.1.1).
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Die Frage, welche Ereignisse im Alzheimer-Gehirn den Zelltod auslo¨sen, ist noch nicht endgu¨ltig
gekla¨rt. Es gibt jedoch zunehmend Hinweise, dass die Entstehung von oxidativem Stress im
Verlauf der Krankheit zum Absterben der Neurone beitra¨gt. Die Neurodegeneration als solche
erfolgt u¨ber Apoptose (programmierten Zelltod) bzw. Nekrose (passiven Zelltod)(s. Abschnitt
2.3).
2.1.1 Das Amyloid-Vorla¨uferprotein
APP ist ein Typ-I Transmembranprotein mit einer großen extrazellula¨ren Doma¨ne und einer
kurzen zytoplasmatischen Region (s. Abbildung 2.1A). Es geho¨rt zur Familie der Glykopro-
teine und wird ubiquita¨r in vielen Zelltypen exprimiert. Der N-Terminus dieses Moleku¨ls ist
in den extrazellula¨ren Raum bzw. in das Lumen intrazellula¨rer Vesikel des Endoplasmatischen
Retikulums oder des Golgi-Apparates gerichtet (Neve et al., 2000). Der C-Terminus liegt im
Zytoplasma (Kang et al., 1987). Die Funktionen von APP in vivo sind bislang weitgehend unbe-
kannt. Es wurden Hinweise darauf gefunden, dass es in pro- und antiapoptotische Zellvorga¨nge
involviert ist (Yamatsuji et al., 1996; Wolozin et al., 1996; Xu et al., 1999). Die Struktur des Mo-
leku¨ls legt nahe, dass es sich um einen Rezeptor oder einen Wachstumsfaktor handeln ko¨nnte
(Rossjohn et al., 1999).
APP kann durch drei verschiedene Sekretasen prozessiert werden: die α-, β- und γ-Sekretase
(De Strooper und Annaert, 2000)(s. Abbildung 2.1B). Die α-Sekretase ist eine Disintegrin-
Metalloprotease (Schlondorf und Blobel, 1999). Sie schneidet APP inmitten der Aβ Region
und verhindert somit eine mo¨gliche Entstehung von Aβ. Es kommt zur Freisetzung eines 100
- 120 kDa großen Teils der extrazellula¨ren Doma¨ne des APPs. Der 83 Aminosa¨uren lange C-
Terminus bleibt zuru¨ck. Die freigesetzte extrazellula¨re Doma¨ne wird als sAPPα bezeichnet und
ihr werden neuroprotektive Eigenschaften zugeschrieben (De Strooper und Annaert, 2000).
Durch die Prozessierung von APP durch die β- und γ-Sekretasen entsteht das Amyloidβ-Peptid,
das ein Hauptbestandteil der fu¨r Morbus Alzheimer typischen Ablagerungen im Gehirn ist (Vas-
sar und Citron, 2000).
Die β-Sekretase ist eine membrangebundene Aspartyl-Protease. Sie schneidet APP in der ex-
trazellula¨ren Doma¨ne, am N-terminalen Ende von Aβ, so dass ein 99 Aminosa¨uren langer C-


























Abbildung 2.1: APP und seine Prozessierung. A: Das Transmembranprotein APP kann durch drei
verschiedene Sekretasen, α-, β- und γ-Sekretase, prozessiert werden. B: Durch die α-Prozessierung
entsteht das vermutlich neuroprotektive sAPPα. Durch β- und γ-Prozessierung entstehen die toxischen
Produkte Aβ40 bzw. Aβ42
Terminus des APP zuru¨ckbleibt.
Die γ-Sekretase spaltet den nach α- bzw. β-Sekretase Prozessierung verbliebenen C-Terminus
des APP (Esler und Wolfe, 2001). Die Spaltung erfolgt innerhalb der Membran am C-terminalen
Ende von Aβ (Steiner und Haass, 2000). Es gibt mindestens zwei mo¨gliche Schnittstellen der γ-
Sekretase, die nach der vorangegangenen β-Spaltung die Bildung von Aβ40 oder Aβ42 bewirkt.
Die Funktion der γ-Sekretase ist abha¨ngig von der Funktion der Preseniline 1 und 2 (PS1 und
PS2). PS1 und PS2 sind Proteine mit multiplen transmembranen Doma¨nen, die hauptsa¨chlich
in intrazellula¨ren Membranen (z.B. des endoplasmatischen Retikulums und des Golgi Appa-
rates) lokalisiert sind (Haass, 1997; Kovacs et al., 1996). Kulturen aus Ma¨useembryonen, die
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kein PS1 und PS2 aufweisen, bilden auch kein Aβ (Herreman et al., 2000). Es wird diskutiert,
ob die Preseniline selbst γ-Sekretase Funktion besitzen (Esler und Wolfe, 2001). Bei genetisch
bedingten Fa¨llen von Morbus Alzheimer konnten Mutationen in den Presenilin-Genen nachge-
wiesen werden, die zu einer versta¨rkten Aβ-Produktion fu¨hren (Scheuner et al., 1996; Hwang
et al., 2002; Flood et al., 2002; Shizuka-Ikeda et al., 2002).
2.1.2 Die Amyloid β- und die Tau-Hypothese
Obwohl der pathologische Befund von Morbus Alzheimer mit seinen Amyloid Plaques und den
Neurofibrillenbu¨ndeln schon vor fast 100 Jahren beschrieben wurde, ist bis heute noch nicht
gekla¨rt, welche Vorga¨nge dieses Krankheitsbild auslo¨sen. Zwar gibt es Fa¨lle von genetisch be-
dingtem Morbus Alzheimer, die mit Mutationen im PS1-, PS2- oder APP-Gen einhergehen,
aber die weitaus ha¨ufigere, sporadische Form der Krankheit konnte man jedoch bislang nicht
mit klar definierten Auslo¨sern in Verbindung bringen. Verschiedene Hypothesen wurden aufge-
stellt, um eine Erkla¨rung fu¨r das Entstehen des pathologischen Befundes zu geben. Die beiden
bekanntesten Hypothesen sind die Amyloid β- und die Tau-Hypothese.
Die Anha¨nger der Amyloid β-Hypothese vertreten die Ansicht, dass eine Vera¨nderung in der
APP-Prozessierung der Auslo¨ser fu¨r das Krankheitsbild ist (Hardy und Higgins, 1992). Die-
se Vera¨nderung fu¨hrt zu einer versta¨rkten Produktion von Aβ42, welches aggregiert und so
den Kern der entstehenden Plaques bildet. Außerdem bedingt dieses Aβ42 auch alle weiteren
Ereignisse im Krankheitsverlauf, wie die Hyperphosphorylierung und Aggregation des Tau-
Proteins, die zur Bildung der Neurofibrillen fu¨hrt, die Neurodegeneration und schließlich die
Demenz (Mudher und Lovestone, 2002). Obwohl offen bleibt, wie genau Aβ42 diese Kaskade
auslo¨st, gibt es einige Hinweise, die diese Hypothese unterstu¨tzen. Zum einen sind Mutationen
in APP oder Presenilin-Genen eine der Ursachen fu¨r genetisch bedingte Alzheimer-Fa¨lle. In
Fibroblasten dieser Patienten sowie in Tiermodellen mit entsprechenden Mutationen findet man
in der Tat einen erho¨hten Aβ42-Spiegel (Suzuki et al., 1994; Tamaoka et al., 1994; Citron et
al., 1994). Dies unterstu¨tzt die Annahme, dass die versta¨rkte Produktion von Aβ42 ein fru¨hes
Ereignis im Krankheitsverlauf ist. Zum anderen konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden,
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dass Aβ eine neurotoxische Wirkung auf Zellkulturen hat und unter einigen Bedingungen in
vitro die Phosphorylierung des Tau-Proteins bewirken kann (Takashima et al., 1998a; Alvarez
et al., 1999a).
So u¨berzeugend diese Hinweise auch sind, wurden in vivo jedoch Beobachtungen gemacht, die
im Widerspruch zu der Amyloid β-Hypothese stehen: In transgenen Ma¨usen, die einen erho¨hten
Aβ42-Spiegel aufweisen, findet man zwar die Alzheimer-typische Plaque-Formation (Citron et
al., 1997; Duff et al., 1996), andere typische pathologische Charakteristika, wie die Formation
von Fibrillenbu¨ndeln und die Degeneration von Neuronen, ko¨nnen jedoch nicht beobachtet wer-
den (Irizarry et al., 1997; Games et al., 1995). Ein anderer widerspru¨chlicher Punkt ist die selek-
tive Neurodegeneration im menschlichen Alzheimer-Gehirn. Obwohl Amyloid-Ablagerungen
in allen Bereichen des Gehirns auftreten, kann nicht u¨berall ein Verlust von Neuronen beob-
achtet werden. Im Kleinhirn z.B. finden sich fast keine degenerierenden Neurone und keine
Fibrillenbu¨ndel, obwohl sich dort Amyloid-Plaques bilden (Joachim et al., 1989).
Die Tau-Hypothese sieht das entscheidende Ereignis im Krankheitsverlauf daher in der Bil-
dung der Fibrillenbu¨ndel und der damit verbundenen Zersto¨rung des Cytoskeletts. Die Fibril-
len bestehen aus dem mit den Mikrotubuli assoziierten Protein Tau. Es wird angenommen,
dass die Bindung des Tau-Proteins an die Mikrotubuli das Cytoskelett der Zelle stabilisiert.
Im Verlauf der Alzheimer-Erkrankung wird Tau jedoch hyperphosphoryliert, verliert dadurch
seine Bindungsfa¨higkeit an die Mikrotubuli und bildet stattdessen filamentfo¨rmige Aggregate
im Zellko¨rper. Das Cytoskelett bricht letztendlich durch die fehlende Stabilisierung des Tau-
Proteins zusammen (Lovestone et al., 1996).
Zu Gunsten dieser Hypothese spricht die Tatsache, dass die Fibrillenbu¨ndel in degenerierenden
Neuronen vorzufinden sind, was ein Indiz dafu¨r sein ko¨nnte, dass sie zum Tod dieser Neuronen
beitragen. In spa¨ten Krankheitsstadien findet man auch extrazellula¨re Fibrillenbu¨ndel. Außer-
dem beginnt die Formation von Fibrillen in Gehirnarealen, die eine Rolle beim Geda¨chtnis
spielen (Braak und Braak, 1998; Braak et al., 1994) und konnte gut mit dem kognitiven Zustand
der Patienten korreliert werden (Nagy et al., 1995).
Allerdings fanden Naslund und seine Kollegen auch eine Korrelation zwischen der Akkumula-
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tion von Amyloid und dem kognitiven Zustand der Patienten (Naslund et al., 2000).
Da Mutationen im Gen, das fu¨r das Tau-Protein kodiert, zwar zur Formation von Fibrillenbu¨ndeln
fu¨hren, nicht aber zur Bildung von Amyloid-Plaques, wa¨hrend Mutationen in APP-, PS1- oder
PS2-Genen jedoch beide Pathologien hervorrufen ko¨nnen, scheint es fast sicher, dass die Amy-
loid Aggregation das fru¨here Ereignis im Krankheitsverlauf ist. Die Bildung der Fibrillenbu¨ndel
scheint eher eine Folge der Amyloid-Plaque Bildung zu sein. Mutationen im Gen des Tau-
Proteins sind jedoch ausreichend, um eine Demenz zu verursachen.
Neuere Studien bringen die Amyloid- und die Tau-Hypothese etwas na¨her zusammen. Beob-
achtungen an transgenen Ma¨usen, die sowohl mutiertes Tau-Protein als auch mutiertes APP
u¨berexprimieren, zeigen, dass die Amyloid- und Tau-Pathologien miteinander in Verbindung
stehen. Im Gegensatz zu den Ma¨usen, die nur die Tau-Mutation besitzen, weisen die Doppel-
mutanten grundsa¨tzlich mehr Fibrillenbu¨ndel auf. Außerdem finden sich bei den Doppelmu-
tanten Fibrillen in Hirnarealen, die bei den reinen Tau-Mutanten nicht betroffen sind (Lewis
et al., 2001). Eine weitere interessante Beobachtung machten Go¨tz und Kollegen an reinen
Tau-Mutanten: Durch Injektion von Amyloid β ins Gehirn dieser Ma¨use wurde eine versta¨rk-
te Fibrillen-Formation in Gehirnarealen hervorgerufen, von denen die Neuronen zur Injek-
tionsstelle projizieren. Dieser Effekt von Amyloid konnte jedoch nur bei Ma¨usen mit Tau-
Mutation beobachtet werden. Bei Ma¨usen, die das Wildtyp Tau-Protein u¨berexprimieren, lo¨ste
die Amyloid-Injektion keine Fibrillen-Formation aus (Go¨tz et al., 2001). Die Gegenwart von
Amyloid allein ist demnach in vivo nicht ausreichend, um die Fibrillen-Pathologie auszulo¨sen.
Dass die Amyloid- und Tau-Pathologien miteinander in Verbindung stehen, konnte also gezeigt
werden. Worin genau die Verbindung liegt, ist jedoch noch unklar. Mo¨glicherweise ko¨nnte der
Wnt-Signalweg diese fehlende Verbindung darstellen (s. Abschnitt 2.1.3).
2.1.3 Der Wnt-Signalweg
Der Name Wnt ist eine Verschmelzung aus den Namen der Gene
”
Int-1“ der Maus (mittlerweile
Wnt-1 genannt) und
”
Wingless“ in Drosophila (Nusse et al., 1991). Der Wnt-Signalweg ist ein
wichtiger Signalweg in der neuronalen Entwicklung (Wodarz und Nusse, 1998), aber auch im
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adulten Gehirn werden die zugeho¨rigen Proteine exprimiert.
Im Verlauf des Wnt-Signalwegs binden extrazellula¨re Liganden an membrangebundene Re-
zeptoren der frizzled (Fzd) Proteinfamilie, welche zu den G-Protein gekoppelten Rezeptoren
geho¨ren. Das Signal wird von dort durch Aktivierung des Proteins Dishevelled (Dvl) in die
Zelle weitergeleitet. Dvl inaktiviert die Glykogen-Synthase-Kinase-3β (GSK 3β) durch Bil-
dung von Multiproteinkomplexen, die auch Adenomatous poliposis coli (APC)-, Axin- und
β-Catenin-Proteine einschließen. Die GSK-3β-Inaktivierung fu¨hrt zur Stabilisierung und An-
reicherung von β-Catenin in der Zelle, welches an die Transkriptionsfaktoren Tcf (T-cell factor)
und LEF (lymphoid enhancer factor) bindet. Die β-Catenin/Tcf/LEF-Komplexe aktivieren dann
die Wnt-Zielgene (s. Abb 2.2 links). In Abwesenheit der Wnt-Liganden phosphoryliert aktives
GSK-3β β-Catenin und markiert es so fu¨r die Ubiquitin-Proteasom vermittelte Degradierung.
Dadurch sinkt der β-Catenin Spiegel in der Zelle und die Wnt-Zielgene werden nicht exprimiert
(Aberle et al., 1997; Yost et al., 1996) (s. Abb 2.2 rechts).
Es gibt einige Hinweise, die darauf hindeuten, dass eine Verbindung zwischen Wnt-Signalweg
und Alzheimer-Pathologie besteht (De Ferrari und Inestrosa, 2000). Zwei Proteine des Wnt-
Signalweges ko¨nnen mit dem mit Morbus Alzheimer in Verbindung stehenden PS1 interagie-
ren: β-Catenin und GSK-3β. Komplexe aus PS1 und β-Catenin erho¨hen die Stabilita¨t des β-
Catenins. PS1-Mutationen bei familia¨rem Morbus Alzheimer destabilisieren β-Catenin, was zur
Induktion von Apoptose beitragen ko¨nnte, indem antiapoptotisch wirkende Wnt-Zielgene nicht
mehr abgelesen werden.
Die Interaktion von PS1 mit GSK-3β ko¨nnte mo¨glicherweise von noch gro¨ßerer Bedeutung
sein. Es ko¨nnte sich dabei um die fehlende Verbindung zwischen der Amyloid-Plaque- und
der Fibrillenbu¨ndel-Bildung im Alzheimer-Gehirn handeln (s. Abbildung 2.3). GSK-3β kann
na¨mlich neben PS1, das mit der APP-Prozessierung und somit der Amyloid-Plaque-Bildung in
Verbindung steht, auch das Tau-Protein binden. Hyperphosphoryliertes Tau-Protein bildet die
Fibrillenbu¨ndel im Alzheimer Gehirn. GSK-3β ist in der Lage, Tau-Protein zu phosphorylieren
(Zheng-Fischhofer et al., 1998). Wird GSK-3β inhibiert, so wird auch die Alzheimer-typische

























Abbildung 2.2: Der Wnt-Signalweg. Links: Wnt-Liganden binden an Rezeptoren der frizzled Fami-
lie, von wo das Signal u¨ber das Protein Dishevelled (Dvl) in die Zelle weitergeleitet wird. Im Zytoplas-
ma bildet Dvl zusammen mit APC, β-Catenin und Axin einen Komplex, der das Enzym GSK-3β inhi-
biert. Die Inaktivierung von GSK-3β resultiert in der Stabilisierung und Anreicherung von β-Catenin in
der Zelle. Die Bindung von β-Catenin an die Transkriptionsfaktoren Tcf und LEF ermo¨glicht die Ein-
leitung der Transkription von Wnt-Zielgenen. Rechts: In Abwesenheit von Wnt-Liganden ist GSK-3β
aktiv und phosphoryliert β-Catenin, was zu dessen Abbau fu¨hrt. Die Transkription von Wnt-Zielgenen
wird nicht eingeleitet.
Hyperphosphorylierung von Tau verhindert (Hong et al., 1997; Munoz-Montano et al., 1997).
Der Komplex aus PS1 und GSK-3β ko¨nnte nun mo¨glicherweise als Regulator fu¨r die Inter-
aktion von GSK-3β mit Tau fungieren. Mutationen im PS1-Gen, die Alzheimer hervorrufen,
versta¨rken die Fa¨higkeit von PS1 an GSK-3β zu binden. Die versta¨rkte Assoziation von PS1
und GSK-3β ko¨nnte dazu fu¨hren, dass die Phosphorylierung von Tau-Protein durch GSK-3β
zunimmt (Takashima et al., 1998b). Falls sich diese Hypothese erha¨rtet, wa¨re der Verbindungs-
punkt der beiden Alzheimer-Pathologien, Amyloid-Aggregation und Neurofibrillen-Formation,
gefunden.
Es gibt jedoch noch weitere Beru¨hrungspunkte zwischen dem Wnt-Signalweg und Morbus Alz-
heimer. Das von Wnt-Liganden u¨ber Fzd-Rezeptoren aktivierte Dvl aktiviert seinerseits die Jun-
N-terminale Kinase (JNK) (Boutros et al., 1998; L. Li et al., 1999). JNK kann wiederum Tau
phosphorylieren (Reynolds et al., 1997) und reguliert das Tumorsuppressorprotein p53 (Fuchs






































Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Hypothese, wie die beiden Alzheimer Pathologien,
Amyloid-Plaques und Neurofibrillenbu¨ndel, durch die Kompexbildung von PS1, GSK-3β und Tau-
Protein miteinander in Verbindung stehen ko¨nnten. PS1 spielt eine Rolle bei der Prozessierung von APP,
welche zur Bildung der Amyloid-Plaques fu¨hrt. GSK-3β kann Tau-Protein phosphorylieren. Die As-
soziation von PS1 mit GSK-3β ko¨nnte zu einer versta¨rkten Phosphorylierung von Tau-Protein fu¨hren,
wodurch die Bildung der Neurofibrillenbu¨ndel initiiert wu¨rde.
et al., 1998) und den Transkritionsfaktor c-Jun (Ip und Davis, 1998). Tatsa¨chlich findet man in
Gehirnen von Alzheimer-Patienten eine Vera¨nderung in c-Jun- und p53-Spiegeln (MacGibbon
et al., 1997; Marcus et al., 1998; Kitamura et al., 1997). Von p53 ist bekannt, dass es die Ex-
pression von PS1 negativ beeinflusst, was zur Induktion von Apoptose fu¨hrt (Roperch et al.,
1998).
Viele Hinweise sprechen also dafu¨r, dass der Wnt-Signalweg oder zumindest einige seiner Kom-
ponenten einen Einfluss auf die Alzheimer Pathologie haben ko¨nnten.
2.1.4 Selektive Neurodegeneration
Obwohl Aβ-Ablagerungen fast u¨berall im Alzheimer-Gehirn in vergleichbarer Menge gefun-
den werden, weisen verschiedene Gehirnareale ein unterschiedliches Ausmaß an Neurodegene-
ration auf. Man spricht daher auch von selektivem Zelltod bzw. selektiver Resistenz. Besonders
vom Zelltod betroffen sind die graue Substanz des Neocortex, der Hippocampus und die Amyg-
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dala (Gomez-Isla et al., 1997). Im Cerebellum dagegen findet man fast keine degenerierten Neu-
rone. Es scheint also ein natu¨rliches Schutzprogramm gegen den Morbus Alzheimer bedingten
Zelltod zu geben. Die Identifizierung solch schu¨tzender Signalwege ko¨nnte den Grundstein zur
Entwicklung von Pra¨ventions- und Heilungsmitteln gegen diese Krankheit bilden. Ein Schwer-
punkt der Alzheimer-Forschung gilt daher der Beantwortung der Frage, wie es kommt, dass
einige Zellen im Gehirn der Patienten absterben und andere nicht.
In Versuchen mit der Aβ- und somit Oxidations-resistenten Zellinie PC12RCl8 wurde z.B. ent-
deckt, dass der Transkriptionsfaktor NF-κB im Vergleich zu den vulnerablen parentalen PC12-
Zellen u¨berexprimiert ist (F. Lezoualc´h et al., 1998). In der Arbeit von Li und Kollegen wurden
Komponenten des endosomalen-lysosomalen Systems gefunden, die in Aβ-resistenten Zellen
versta¨rkt gebildet werden (Y. Li et al., 1999) und Greeve und Kollegen fanden heraus, dass
Seladin-1, eine Oxidoreduktase, zur Resistenz gegen die Aβ-Toxizita¨t beitra¨gt (Greeve et al.,
2000). Aus diesen Befunden kann geschlossen werden, dass das Abwehrprogramm gegen den
Alzheimer assoziierten oxidativen Zelltod eine genetische Grundlage hat und durch gewisse
Signaltransduktionswege aufgerufen werden kann. Gene, die in eindeutigem Zusammenhang
mit der Alzheimerschen Krankheit stehen, sind nur unvollsta¨ndig bekannt. Zum Versta¨ndnis
der Krankheit ist es erforderlich, weitere dieser Gene aufzudecken. Der Vergleich von resisten-
ten und nicht resistenten Zellklonen ist dabei eine ha¨ufig verwendete Methode.
2.2 Oxidativer Stress
Unter oxidativem Stress versteht man die Akkumulation reaktiver Sauerstoff- und Stickstoff-
spezies, wie z.B. Wasserstoffperoxid, Superoxidanionen, Stickstoffmonoxid und Hyperperox-
idradikalen. Diese Verbindungen ko¨nnen die Zelle durch ihre extreme Reaktionsbereitschaft
scha¨digen. Es kommt zur Oxidation von Lipiden, Proteinen und DNA. Reaktive Sauerstoff-
spezies entstehen vor allem wa¨hrend der mitochondrialen Atmung (auch oxidative Phospho-
rylierung genannt), aber auch durch die Aktivita¨t verschiedener Oxidasen (z.B. Flavin-haltige
Oxidasen) und Oxygenasen (z.B. Lipooxygenasen). In gesunden Zellen werden diese reaktiven
Sauerstoffspezies durch Enzyme, wie z. B. die Superoxid-Dismutase, Katalase und Peroxidase,
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in unscha¨dliche Verbindungen umgewandelt. Von oxidativem Stress spricht man, wenn zwi-
schen Auf- und Abbau der reaktiven Sauerstoffspezies ein Ungleichgewicht eintritt, so dass die
reaktiven Sauerstoffspezies in der Zelle akkumulieren. Das kann durch die Gabe von Toxinen,
aber auch durch intrazellula¨re Sto¨rungen, die beispielsweise durch Gendefekte hervorgerufen
werden, verursacht werden.
Das Zentralnervensytem (ZNS) ist besonders anfa¨llig fu¨r Sto¨rungen des Gleichgewichts zwi-
schen Auf- und Abbau reaktiver Sauerstoffspezies, da es einen sehr hohen Sauerstoffumsatz und
einen hohen Gehalt an peroxidierbaren, ungesa¨ttigten Kohlenwasserstoffen hat. Zudem sind ei-
nige Hirnareale reich an Eisen und Kupfer (Riederer et al., 1989). Diese Metalle ko¨nnen die
Generierung von Hydroxylradikalen aus Wasserstoffperoxid oder Superoxid u¨ber die Fenton-
Reaktion bewirken. Viele neurodegenerative Krankheiten, wie z.B. Morbus Parkinson, Schlag-
anfall, amyotrophe laterale Sklerose, die Creutzfeld-Jakob Krankheit und nicht zuletzt Morbus
Alzheimer, werden mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht (Jenner und Olanow, 1996;
Dirnagl et al., 1995; Cookson und Shaw, 1999; Kim et al., 2001; Butterfield und Kanski, 2001).
Es besteht mo¨glicherweise ein kausaler Zusammenhang zwischen dem Auftreten von oxidati-
vem Stress und dem Absterben der Zellen im Verlauf dieser Krankheiten.
2.2.1 Amyloid β als Induktor von oxidativem Stress
Unterschiedliche Proteine, die im post mortem Gewebe von Alzheimer Patienten gefunden wer-
den, ko¨nnen oxidative Ereignisse bewirken. Ein wichtiges dieser Proteine ist das Aβ-Peptid.
Die Erkenntnisse, dass die Aβ-Gabe zur Aktivierung des durch oxidativen Stress regulierten
Transkriptionsfaktors NF-κB fu¨hrt, und dass eine Vorinkubation mit dem freien Radikalfa¨nger
Vitamin E neuronale Zellen vor der Aβ-Toxizita¨t schu¨tzt, sind Indizien dafu¨r, dass Aβ oxidati-
ven Stress verursacht.
Ein direkter Hinweis wurde 1994 von Behl und Kollegen gefunden, die zeigen konnten, dass es
in Nervenzellen, die in Anwesenheit von fibrilla¨rem Aβ kultiviert wurden, zur Akkumulation
von Wasserstoffperoxid und Lipidperoxiden kommt. Dies fu¨hrt zur Peroxidation von Membran-
lipiden und schließlich zur Lyse der Zellmembran (Behl et al., 1994; Behl, 1997).
Die direkte Korrelation der durch Aβ induzierten reaktiven Sauerstoffspezies und der Neuro-
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toxizita¨t der Aβ-Fibrillen unterstu¨tzt die Annahme, dass oxidativer Stress in kausalem Zusam-
menhang mit dem Zelltod bei Morbus Alzheimer steht.
In neueren Arbeiten wurden deutliche Hinweise dafu¨r gefunden, dass oxidativer Stress ein sehr
fru¨hes Ereignis im Verlauf der Alzheimer Krankheit ist, da er bereits auftritt, bevor die Aβ-
Fibrillen zu Plaques aggregieren (Pratico et al., 2001).
2.2.2 Glutamat als Induktor von oxidativem Stress
Dem Neurotransmitter Glutamat wird eine wichtige Rolle bei verschiedenen neurodegenera-
tiven Erkrankungen zugeschrieben, wie z.B. Morbus Parkinson, Morbus Huntington und auch
Morbus Alzheimer. Glutamat kann, wenn es in pathologisch erho¨hten Konzentrationen vorliegt,
oxidativen Stress auslo¨sen. Dies kann u¨ber einen rezeptorvermittelten oder einen rezeptorun-
abha¨ngigen Signalweg geschehen.
Im ersten Fall bindet Glutamat an postsynaptische NMDA und nicht-NMDA Rezeptoren. Diese
Bindung bewirkt einen Ca2+- und Na+-Einstrom in die Zelle. Die Ca2+-Ionen greifen sto¨rend
in die Elektronentransportkette der Mitochondrien ein. Dies hat zur Folge, dass weniger ADP
zu ATP umgesetzt werden kann. Da die Zelle jedoch auf ATP als Energietra¨ger angewiesen ist,
wird der Elektronentransport in den Mitochondrien versta¨rkt, wodurch reaktive Sauerstoffspe-
zies entstehen. Der Effekt wird durch die erho¨hte Konzentration an Na+-Ionen versta¨rkt: Um
Na+ u¨ber die Na+/K+ ATPase aus der Zelle zu pumpen, wird ATP beno¨tigt. Durch den Eingriff
der Ca2+-Ionen in die Elektonentransportkette der Mitochondrien ist der ATP-Spiegel jedoch
erniedrigt. Der ATP-Bedarf kurbelt den Elektronentransport in den Mitochondrien zusa¨tzlich
an, wodurch vermehrt reaktive Sauerstoffspezies entstehen.
Bei Zellen, die keine Glutamatrezeptoren besitzen (wie z.B. den in dieser Studie verwende-
ten HT-22 Zellen) kehrt eine hohe Glutamatkonzentration die Richtung des Cystin/Glutamat-
Antiporters um. Glutamat gelangt dann in die Zelle, wa¨hrend Cystin hinaustransportiert wird.
Cystin ist jedoch notwendig fu¨r die Bildung von Glutathion, eines zentralen Antioxidans der
Zelle. Folglich bewirkt Glutamat eine Verarmung der Zelle an Glutathion, wodurch es der Zelle
an einem wichtigen Antioxidans zum Abbau reaktiver Sauerstoffspezies mangelt. Die reakti-
ven Sauerstoffspezies akkumulieren und oxidativer Stress entsteht. Die endgu¨ltige Folge dieses
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oxidativen Stresses ist der Zelltod durch Nekrose oder Apoptose.
2.3 Apoptose und Nekrose
Traditionell unterscheidet man zwei Formen des Zelltods: Apoptose und Nekrose. Den passiven
Vorgang der Nekrose unterlaufen Zellen in Folge von akuten Verletzungen oder Vergiftungen.
In ihrem Verlauf schwellen die Zellen soweit an, bis sie schließlich platzen. Dabei wird der
Inhalt des Zytosols in den extrazellula¨ren Raum freigesetzt und lo¨st eine Entzu¨ndungsreaktion
aus.
Apoptose dagegen lo¨st keine Entzu¨ndungsreaktion im Gewebe aus. Der Begriff Apoptose wurde
erstmals von John Kerr und seinen Kollegen 1972 zur Beschreibung morphologischer Vera¨nde-
rungen unter anderem an Krebszellen verwendet (Kerr et al., 1972). Unter Apoptose versteht
man den von Genen regulierten (programmierten) Zelltod, in dessen Verlauf die Zelle und ihr
Nukleus schrumpfen, sich verdichten und schließlich in membrangebundene Kompartimente
zerfallen. Die Zelle vera¨ndert dabei ihre Oberfla¨chenchemie, so dass sie von Makrophagen oder
anderen benachbarten Zellen erkannt und phagocytiert wird. Das erste morphologische Anzei-
chen der Apoptose findet sich im Nukleus. Das Chromatin kondensiert und aggregiert am Rande
des Nukleus. Die DNA wird zuna¨chst in große (50 kb), spa¨ter in kleinere (Vielfache von 180
bp) Fragmente zerlegt. Die Fragmentgo¨ße ergibt sich aus der Chromatinstruktur: Ein DNA-
Fragment von 180 bp entspricht der DNA-Menge, die um einen Histonkomplex gewickelt ist.
Als mo¨gliche Endonukleasen, die die Fragmentierung der DNA bewirken, werden z.B. DNase
I, DNase II und Nuc 18 diskutiert (Barry und Eastman, 1993; Peitsch et al., 1993; Montague et
al., 1994; Torriglia et al., 1995).
Apoptose tritt im Gegensatz zur Nekrose nicht nur im Fall von Erkrankung oder Verletzung des
Gewebes auf, sondern ist auch Teil der Entwicklung, z.B. der Entwicklung des Zentralnerven-
systems (ZNS) (Weller et al., 1997; Monk et al., 2001). Apoptose ist dabei der Mechanismus,
durch den Neurone, die keine funktionierenden Synapsen ausbilden, eliminiert werden.
Wa¨hrend traditionell angenommen wurde, dass der Zelltod bei Morbus Alzheimer und anderen
neurodegenerativen Krankheiten entweder ausschließlich durch Apoptose oder Nekrose her-
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vorgerufen wird, geht man heute davon aus, dass beide Formen des Zelltods dabei eine Rolle
spielen. Tatsa¨chlich ist die Unterscheidung zwischen den beiden Formen des Zelluntergangs
nicht trivial. Es konnten Zellen mit den morphologischen Anzeichen der Nekrose beobach-
tet werden, die die biochemischen Anzeichen der Apoptose aufwiesen (Portera-Cailliau et al.,
1995). Außerdem gibt es Hinweise darauf, dass ein und derselbe Auslo¨ser sowohl zum Zelltod
durch Apoptose als auch durch Nekrose fu¨hren kann (Bonfoco et al., 1995; Ankarcrona et al.,
1995). Fu¨r diese Beobachtungen sind mehrere Erkla¨rungen denkbar, die sich von dem traditio-
nellen Bild der beiden sich ausschließenden Formen des Zelltods entfernen. Es wa¨re z.B. denk-
bar, dass Apoptose und Nekrose nur die Extreme eines Kontinuums sind, das die Reaktionen
von Zellen auf zytotoxische Reize darstellt. In diesem Kontinuum wa¨ren alle Zwischenformen
zwischen Apoptose und Nekrose vertreten. Ein alternativer Erkla¨rungsversuch ist, dass Apop-
tose und Nekrose zwar unterschiedliche Formen des Zelltods sind, es jedoch einen begrenzten
Schnittbereich gibt, der Charakteristika beider Formen aufweist.
2.4 Gene im Zusammenhang mit Apoptose und oxidativem
Stress
Einer wachsenden Anzahl von Genen wird eine Bedeutung bei der Regulation von durch oxi-
dativen Stress hervorgerufener Apoptose zugeschrieben, wie sie bei Morbus Alzheimer und
anderen neurodegenerativen Erkrankungen auftritt.
Zu diesen Genen za¨hlt beispielsweise die Glykogen Synthase Kinase-3β (GSK 3β), die im
Verlauf einiger antiapoptotisch wirkender Signalwege, wie dem PI 3-Kinase / Akt-Signalweg
und dem Wnt-Signalweg, inhibiert wird (Pap und Cooper, 1998; Crowder und Freeman, 2000;
Hetman et al., 2000; s. auch Abschnitt 2.1.3). Dementsprechend wurde fu¨r die Aktivierung
von GSK-3β eine Funktion in der Vermittlung von Apoptose angenommen und auch nachge-
wiesen (Pap und Cooper, 1998; Hetman et al., 2000). Auch der nukleare Faktor κB (NFκB)
ist im Zusammenhang mit Morbus Alzheimer-assoziiertem Nervenzelltod von besonderem In-
teresse, da die Aktivita¨t dieses Transkriptionsfaktors durch oxidativen Stress induziert werden
kann (Schreck et al., 1991). Weiterhin sind die Mitglieder der Bcl-2 / Bax Familie zu nen-
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nen, die Apoptose u¨ber die Kontrolle der mitochondrialen Permeabilita¨t und die Freisetzung
von Cytochrom C regulieren (Shimizu et al., 1999) sowie die Caspasen, eine Gruppe von Pro-
teasen, welche die Aufgabe der Exekutive beim Vorgang der Apoptose innehalten. Ein weiteres
mit Apoptose in Verbindung gebrachtes Gen ist das Gen des Tumor Suppressor Proteins p53
(Yonish-Rouach et al., 1991; Shaw et al., 1992). Es konnte gezeigt werden, dass p53 eine Rolle
bei einigen neurodegenerativen Erkrankungen spielt, darunter auch Morbus Alzheimer (de la
Monte et al., 1997). Auch das Enzym Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) ist in die Regula-
tion zellula¨rer Prozesse involviert, die den Zelltod einschließen (Sims et al., 1983; Lindahl et al.,
1995). Berger vero¨ffentlichte 1985 die Hypothese, dass PARP als Verbindungsglied zwischen
starker DNA-Scha¨digung und dem Zelltod fungieren ko¨nnte. Ein erst ku¨rzlich im Zusammen-
hang mit Morbus Alzheimer entdecktes Gen ist Seladin-1. Seladin-1 ist in solchen Regionen des
Gehirns schwa¨cher reguliert, die bei der Alzheimer Krankheit degenerieren. Umgekehrt weisen
Zellen, die gegen Aβ-Toxizita¨t resistent sind, einen etwa dreifach erho¨hten Spiegel an Seladin-
1-mRNA und Protein auf (Greeve et al., 2000; Iivonen et al., 2002). Schon la¨ngere Zeit sind die
Hitzeschock-Proteine (Hsp) bekannt. Die Hsp werden als Reaktion der Zelle auf Stress, z.B.
oxidativen Stress, gebildet. Zu dieser Gruppe geho¨ren unter anderem die Chaperone, die dazu
beitragen, dass Proteine ihre funktionale Konfiguration erhalten bzw. wiedererhalten, falls sie
diese aufgrund von Stress verloren haben (Hartl und Martin, 1995).
Diese Aufza¨hlung mo¨glicher Apoptose-Regulatoren im Zusammenhang mit Morbus Alzhei-
mer ko¨nnte noch lange fortgesetzt werden. Alle in diesem Abschnitt erwa¨hnten Gene stellen
interessante Untersuchungsobjekte fu¨r die in dieser Studie behandelte Fragestellung dar.
2.5 Ziel der Arbeit
Ziel dieser Arbeit war es, Gene und zellula¨re Signalwege aufzudecken, die eine Rolle bei
dem mit Morbus Alzheimer assoziierten oxidativen Nervenzelltod spielen ko¨nnten. Zu diesem
Zweck sollte die Gen- und Proteinexpression von gegen oxidativen Stress resistenten Neuro-
nen mit der von sensitiven Neuronen verglichen werden. Als Modell dienten hippokampale
Mausneurone der Zelllinie HT-22. Von diesen gegen oxidative Scha¨digungen anfa¨lligen Zellen
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wurden durch Langzeitbehandlung mit Glutamat bzw. Wasserstoffperoxid Klone isoliert, die
gegen oxidativen Stress resistent sind.
Bei dem Vergleich der resistenten und sensitiven Klone im Hinblick auf Unterschiede in Sig-
naltransduktionswegen und Genexpression wurden sowohl in der Literatur als mo¨gliche Kan-
didaten beschriebene Faktoren untersucht, als auch mit Hilfe von Differential Display und
Mikroarray-Analyse nach bislang nicht mit oxidativer Resistenz in Verbindung gebrachten Ge-
nen gesucht. Expressionsunterschiede zwischen den Modellklonen geben Hinweise darauf, wel-
che Signalwege in Zelltod- bzw. Resistenzmechanismen bei Morbus Alzheimer involviert sein





Zellen wurden in DMEM Medium (Life Technologies) mit Zusatz von 10% Ka¨lberserum, 1%
Sodium Pyruvat und 1% Penicillin-Streptomycin (Life Technologies) kultiviert. Zu dem Me-
dium der Glutamat-resistenten Zellen wurde außerdem Natriumglutamat (Sigma) in einer End-
konzentration von 40 mM zugesetzt. Zu den Wasserstoffperoxid-resistenten Zellen wurde zwei-
mal pro Woche H2O2 (Aldrich) in einer Endkonzentration von 450 µM zugegeben.
3.1.1 Herstellung H2O2-resistenter Zelllinien
HT-22 Zellen wurden in geringer Dichte ausplattiert und in Anwesenheit von 1,2 mM H2O2
in Kultur genommen. Die Zellen zeigten ein klonales Wachstum, das es ermo¨glichte, einzelne
Klone zu isolieren und unter Anwesenheit des Toxins weiter zu kultivieren. Nach etwa 3 Wo-
chen Wachstum unter Anwesenheit des Toxins wurden einzelne Klone in eine 24 well-Platte
u¨berfu¨hrt und unter gleichen Bedingungen weiter kultiviert, bis sie schließlich wieder in Petri-
schalen mit 10 cm Durchmesser u¨berfu¨hrt werden konnten.
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3.1.2 Herstellung Glutamat-resistenter Zelllinien
HT-22 Zellen wurden in geringer Dichte ausplattiert. In das Kulturmedium wurde Glutamat in
einer Endkonzentration von 2mM zugegeben. Innerhalb eines Zeitraums von vier Monaten wur-
de die Glutamat-Konzentration graduell erho¨ht (5 mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40mM). Nach
jeder Konzentrationserho¨hung wurden Mischklone isoliert und im Folgenden weiter kultiviert.
3.2 Toxizita¨ts-Tests
Der Einfluss von Toxinen auf die ¨Uberlebensrate von Zellen wurde u¨ber die Fa¨higkeit der Zellen
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT, Sigma) zu verstoffwech-
seln bestimmt. Der MTT-Test fand in 96-Well Mikrotiterplatten statt, in die 103 Zellen in einem
Volumen von 100 µl Medium pro Well ausplattiert wurden. Nachdem die Zellen sich am Boden
der Platte festgesetzt hatten, wurden ihnen Toxine (z.B. Glutamat oder H2O2) in verschiedenen
Konzentrationen zugesetzt. Es wurden jeweils die Zellen von mindestens 5 Wells mit identi-
schen Toxinkonzentrationen behandelt. Am na¨chsten Tag wurde allen Wells 10 µl MTT-Lo¨sung
(5 mg/ml) zugesetzt. Vier Stunden spa¨ter wurden 100 µl Solubilisation-Lo¨sung (0.1 g/ml Na-
trium Dodecyl Sulfat, 50 Vol.% Dimethylformamid, pH 4.1) zugegeben und nach weiteren 24
Stunden die Farbintensita¨t in einem automatischen Mikrotiterplatten Lesegera¨t (Dynatech MR
7000) gemessen. Die Ergebnisse sind relativ zu den unbehandelten Kontrollzellen angegeben.
3.3 Wachstumskurven
Die Wachstumskurven der verwendeten Zellklone wurden mit Hilfe eines MTT-Assays be-
stimmt. Zu diesem Zweck wurden 96-well-Mikrotiterplatten mit 103 Zellen pro Well beimpft
und in regelma¨ssigen Absta¨nden MTT-Tests durchgefu¨hrt. Hierzu wurden 10 µl MTT-Lo¨sung (5
mg/ml) in jedes Well gegeben und nach dreistu¨ndiger Inkubationszeit bei 37◦C wurden 100 µl
Solubilisation-Lo¨sung (0.1 g/ml Natrium Dodecyl Sulfat, 50 Vol.% Dimethylformamid, pH4.1)
hinzugefu¨gt. Nach 24 Stunden wurde die Farbintensita¨t in einem automatischen Mikrotiterplat-
ten-Lesegera¨t (Dynatech MR 7000) gemessen.
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3.4 Western Blots
Zellen wurden in Petrischalen mit 6 cm Durchmesser ausplattiert. 24 Stunden spa¨ter wurden
die Zellen in 1 ml PBS aufgenommen und zentrifugiert. Das Pellet wurde wieder in PBS re-
suspendiert und die Zellen durch Ultraschallpulse lysiert. Die Proteinkonzentration wurde im
Anschluss mittels eines Bradford-Tests bestimmt.
Je 10 mg Protein in Laemmli-Puffer wurden sodann auf ein Elektrophorese-Gel aufgetragen.
Die Proteine wurden nach der Auftrennung auf eine Nitrozellulose-Membran (Schleicher und
Schuell) u¨bertragen. Die Auftragung gleicher Proteinmengen wurde durch eine Ponceau-Fa¨rbung
verifiziert und die Membran dann fu¨r 3 h in 10% Milchpulver in TBS-T geblockt. Anschlie-
ßend wurde die Membran in einer Verdu¨nnung des Erstantiko¨rpers zwischen 1:150 und 1:2000
in Gelnet (0.05M Tris, 5mM EDTA, 150 µM NaCl, 0.5 mg/ml TritonX-100, 2.5 mg/ml Ge-
latine) u¨ber Nacht bei 4◦C geschu¨ttelt und am na¨chsten Tag, nach dem Waschen mit TBS-T,
in einer 1:4000 verdu¨nnten Lo¨sung des Peroxidase-konjugierten Zweitantiko¨rpers (Amersham
Pharmacia Biotech) fu¨r eine Stunde inkubiert. Nach dem erneuten Waschen in TBS-T wurden
die markierten Banden u¨ber eine Lichtreaktion mittels
”
Western blotting detection reagents“
(Amersham Pharmacia Biotech) auf einem Ro¨ntgenfilm (Fuji Super RX) sichtbar gemacht.
Folgende Antiko¨rper wurden verwendet: 22C11 (Roche Molecular Diagnostics), Aβ1−16 (Bio-
source), Anti-GSK (Transduction Laboratories), Anti-GSKtyr (Upstate Biotechnology), Anti-
GSKser, Anti-MAPK, Anti-pMAPK und Anti-PARP (Cell Signaling), Anti-Bax und Anti-Bcl-2
(Trevigen).
Der Antiko¨rper gegen Seladin-1 war ein Geschenk von Prof. Dr. I. Greeve. Der Antiko¨rper
gegen Hsp70 wurde freundlicher Weise von Dr. K. F. Winklhofer zur Verfu¨gung gestellt und
wurde urspru¨nglich von Stressgen bezogen.
3.5 RNA-Isolation
Konfluente Zellen von zwei Petrischalen (Durchmesser 10 cm) wurden mit kaltem PBS gewa-
schen und dann in jeweils 4 ml RNAzolB (Wak-Chemie Medical GmbH) aufgenommen. Zu
den vereinigten Zellsuspensionen wurden 0.8 ml 1-Bromo-3-Chloropropan (BCP, Wak-Chemie
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Medical GmbH) gegeben. Nach heftigem Schu¨tteln erfolgte eine fu¨nfminu¨tige Inkubation auf
Eis. Anschließend wurde fu¨r 15 min bei 4◦C und 12000 g zentrifugiert (Beckman J2-MC). Die
obere Phase wurde abgenommen, mit 1 Volumen Isopropanol versetzt und nochmals fu¨r 15 min
bei 4◦C und 12000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 75%igem Ethanol gewaschen und da-
nach in 150 µl DEPC-Wasser resuspendiert. Die Konzentration der RNA-Lo¨sung wurde u¨ber
die Messung der optischen Dichte bei einer Wellenla¨nge von 260 nm bestimmt (Beckman DU
640 Spectrophotometer).
3.6 RNA-Aufreinigung
50 µl einer RNA-Lo¨sung mit einer Konzentration von 1 µg/µl wurden mit 10 Einheiten DNase
I (GenHunter) fu¨r 30 min bei 37◦C inkubiert. Anschließend wurden 40 µl Phenol/Chloroform
(3:1) zugegeben. Nach heftigem Schu¨tteln und einer 10 minu¨tigen Inkubation auf Eis erfolgte
ein 5 minu¨tiger Zentrifugationsschritt bei 4◦C. Die obere Phase wurde mit 5 µl einer 3 M Natri-
umacetatlo¨sung vermischt und nach Zugabe von 200 µl Ethanol u¨ber Nacht bei -80◦C gelagert.
Am na¨chsten Tag wurden die Proben 10 min bei 4◦C zentrifugiert und das Pellet anschließend
mit 75%igem Ethanol gewaschen, bevor es in 20 µl DEPC-Wasser gelo¨st wurde. Die Konzen-
tration der RNA-Lo¨sung wurde u¨ber die Messung der optischen Dichte bei einer Wellenla¨nge
von 260 nm bestimmt (Beckman DU 640 Spectrophotometer).
3.7 Northern Blots / Slot Blots
3.7.1 Northern Blotting
10 µg gereinigte RNA wurden mit 12 µl Probenpuffer (14.2 µl 5xMOPS, 24.8 µl Formalde-
hyd, 71 µl Formamid), 1.5 µl DEPC-Wasser und 1 µl Ethidiumbromid versetzt, 15 min lang
bei 65◦C inkubiert, mit 2 µl Agarosefarbstoff versetzt und auf Eis gestellt. Die gesamte Probe
wurde auf ein Agarosegel (0.624 g Agarose, 40 ml DEPC-Wasser, 12.3 ml 5xMOPS, 11.1 ml
Formaldehyd) aufgetragen und bei 100 V in 1xMOPS aufgetrennt.
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Die RNA wurde dann durch Kapillarwirkung auf eine Nylon-Membran (Roti-Nylon-Plus) u¨ber-
tragen und in einem UV Stratalinker 1800 von Stratagene fixiert.
3.7.2 Slot Blotting
Zu 10 µl einer RNA-Lo¨sung der Konzentration 0.5 µg/µl wurden 20 µl Formamid, 7 µl Formal-
dehyd und 2 µl 20xSSC gegeben. Die Lo¨sung wurde 15 min lang bei 65◦C inkubiert und danach
auf Eis geku¨hlt. Die ¨Offnungen einer Slot Blot Kammer (Schleicher & Schuell) wurden mit
20xSSC gefu¨llt und sodann das Vakuum an die Apparatur angeschlossen. Zu den RNA-Proben
wurden weitere 40 µl 20xSSC gegeben und die gesamten Proben in jeweils eine ¨Offnung der
Apparatur pipettiert. Durch das angelegte Vakuum wurde die RNA auf die darunterliegende
Nylonmembran (Hybond N von Amersham Pharmacia Biotech) gesaugt. Dann wurden die ¨Off-
nungen zweimal mit 200 µl 20xSSC gespu¨lt und die Membran anschließend luftgetrocknet.
Die Fixierung der RNA auf die Membran erfolgte in einem UV Stratalinker 1800 von Strata-
gene. Bis zur Hybridisierung wurde die Membran in Plastikfolie eingeschweißt und bei -20◦C
gelagert.
3.7.3 Markierung der Sonden
Die Markierung der Sonden (Herstellung der Sonden s. Abschnitt 3.11.1) erfolgte mit dem
Megaprime DNA Labelling System von Amersham Pharmacia Biotech. 100 ng Sonden-DNA
wurden mit 5 µl Primern gemischt und 5 min lang im Wasserbad gekocht. Anschließend wurde
das Volumen mit Wasser auf 35 µl aufgefu¨llt und 10 µl 5xlabelling buffer, 3µl 32PdCTP sowie
2 µl Klenow Fragment zugegeben. Die Lo¨sung wurde eine Stunde lang bei 37◦C im Wasserbad
inkubiert und die Reaktion dann durch Zugabe von 5 µl 0.2 M EDTA-Lo¨sung gestoppt. Kurz vor
Ende der Inkubationszeit wurde eine NICK Sa¨ule (NICK Column von Amersham) vorbereitet,
indem sie mit TE-Puffer gespu¨lt wurde. Die Probe wurde, nachdem der Puffer durchgelaufen
war, direkt mit 345 µl TE-Puffer auf den Filter der Sa¨ule gegeben. Die Fraktion wurde auf-
gefangen und ihr Radioaktivita¨tsgehalt mit einem β-γ Detektor LB122 (Berthold) gemessen.
Die Sa¨ule wurde weitere fu¨nf mal mit 400 µl TE-Puffer durchspu¨lt und der Radioaktivita¨tsge-
halt aller Fraktionen bestimmt. Die zweite Fraktion enthielt die markierte Sonde. Ihr relativer
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Radioaktivita¨tsgehalt wurde als Anteil an der Summe der Radioaktivita¨tswerte aller sechs Frak-
tionen ermittelt. Betrug der Anteil weniger als 20% wurde die Probe verworfen. Andernfalls
wurde sie mit 5 µl Tra¨ger-DNA, 40 µl 3 M Natriumacetatlo¨sung und 800 µl Ethanol vermischt
und u¨ber Nacht bei -20◦C gelagert. Am na¨chsten Tag wurde die Probe 15 min bei Raumtempe-
ratur zentrifugiert und das Pellet anschließend in 150 µl 0.1% SDS-Lo¨sung resuspendiert.
3.7.4 Hybridisierung der Northern Blots / Slot Blots
Die Membran mit der darauf fixierten RNA wurde mit DEPC-Wasser angefeuchtet und in einer
Hybridisierungsflasche plaziert. Dann wurden 10 ml von auf 65◦C temperiertem Rapid Hyb
Puffer (Amersham Pharmacia Biotech) zugegeben und die Membran fu¨r 20 min bei 65 ◦C in ei-
nem Ofen (Hybaid Micro-4 von MWG Biotech) pra¨hybridisiert. In der Zwischenzeit wurde die
vorbereitete Sonde 5 min im Wasserbad gekocht, bevor 50% ihres Gesamtvolumens zum Pra¨hy-
bridisierungspuffer in die Flasche pipettiert wurde. Nach einer zweistu¨ndigen Hybridisierung
bei 65◦C wurden die Blots 2 x 10 min mit 2xSSPE/0.1%SDS, 1 x 15 min mit 1xSSPE/0.1%SDS,
1 x 15 min mit 0.5xSSPE/0.1%SDS und 1 x 10 min mit 0.2xSSPE/0.1%SDS gewaschen. Alle
Waschlo¨sungen waren auf 65◦C vorgewa¨rmt. Zum Schluss wurde die Membran in Plastikfolie
eingeschweißt, in eine Kassette gelegt und ein Ro¨ntgenfilm (Fuji Super RX) aufgelegt. Die Kas-
sette wurde fu¨r ein bis fu¨nf Tage bei -80◦C aufbewahrt, bevor der Film entwickelt wurde. Die




10 µl einer RNA-Lo¨sung mit einer Konzentration von 0.2 µg/µl wurden 5 min bei 65◦C de-
naturiert. Danach wurden 10 µl Mastermix (1 mM dNTP (Qiagen), 2 µM Oligo-dT Primer
(Promega), 1 Einheit Rnase-Inhibitor (Promega) und 1 µl Omniscript Reverse Transkriptase
(Qiagen)) zu der denaturierten RNA gegeben und das Gemisch 60 min bei 37◦C inkubiert.
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3.9 Polymerasekettenreaktion (PCR)
2 µl cDNA-Lo¨sung wurden mit 0.2 mM dNTP (Qiagen), 2 pM 3’ Primer, 2 pM 5’ Primer
(MWG), 0.02 Einheiten Taq Polymerase (Qiagen) und 0.75 mM MgCl2 in einem Thermozyk-
ler (Biometra) inkubiert. Zyklenzahl und Annealingtemperatur wurden in Abha¨ngigkeit vom
verwendeten Primerpaar variiert.
Die Synthese von Primern wurde bei MWG in Auftrag gegeben.
Die Primersequenzen fu¨r Glutathion Reduktase 1 lauten:
Vorwa¨rts: AGCCTTCCGTCTTGCATGTA
Ru¨ckwa¨rts: AGCTGCCCCAATGATGTTAC
Die Primersequenzen fu¨r 3-Oxoacid CoA Transferase lauten:
Vorwa¨rts: GGCATGAGGTTTGGTGAAAC
Ru¨ckwa¨rts: AGCACTCTCGGAAGGGAAAT
3.10 Gen Expression Arrays




Mouse Apoptosis Q Series“
und
”
Mouse Cancer PathwayFinder Q Series“ von Biomol wurden entsprechend der Anleitung
mit 32P-markierter cDNA aus Glutamat-resistenten bzw. nicht resistenten HT-22 Zellen hybridi-
siert. Nach dem letzten Waschschritt wurden die Membranen in Plastikfolie eingeschweisst und
ein Ro¨ntgenfilm aufgelegt. Nach ein- bzw. mehrta¨giger Inkubation bei -80◦C wurde der Film
entwickelt und die Intensita¨t der Schwa¨rzung mit der Software
”
Scion Image“ quantifiziert. Das
Signal wurde anschließend in kochender 0.5% SDS Lo¨sung abgewaschen, um eine weitere Hy-
bridisierung durchfu¨hren zu ko¨nnen. Die Membran, die vorher mit cDNA aus HT-22 N Zellen
hybridisiert war, wurde dabei nun mit cDNA aus Glu-Res Zellen hybridisiert und umgekehrt.
Die nach der Quantifizierung vorliegenden Werte wurden auf den zugeho¨rigen Wert fu¨r das
Haushaltsgen GAPDH normalisiert. Der Vergleich der Expressionsprofile von HT-22 N und
Glu-Res Zellen erfolgte dabei nur fu¨r Werte die von derselben Membran stammten, um produk-
tionsbedingte Unterschiede in der aufgebrachten cDNA Menge auszuschließen.
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3.11 Differential Display (DD)
Mit RNA aus Glutamat-resistenten und nicht resistenten HT-22 Zellen wurden Reverse Tran-
skriptionen unter Verwendung des RNAimage Kits von GenHunter durchgefu¨hrt. Bei der fol-
genden DD-PCR (40 Zyklen, Annealing-Temperatur: 40◦C) wurde die cDNA amplifiziert und
mittels α-33P-dATP (Hartmann Analytics) markiert. Das RNAimage Kit ermo¨glichte 24 ver-
schiedene Primer-Kombinationen. Die PCR-Produkte wurden als Doppelansatz auf ein 6%iges
denaturierendes Polyacrylamidgel (6% Acrylamid, 7 M Harnstoff in TBE) aufgetragen. Die
Elektrophorese erfolgte fu¨r 3 h bei 120 Watt. Anschließend wurde das Gel 1.5 h bei 80◦C auf
Wattman Papier (Schleicher & Schuell) getrocknet und ein Ro¨ntgenfilm aufgelegt. Nach 24 h
wurde der Film entwickelt und ggf. ein weiterer Film fu¨r bis zu 72 h aufgelegt.
3.11.1 Reinigung und Reamplifikation von DD-Banden
DD-Banden der gleichen Primerkombinationen, die bei Proben von resistenten und nicht resis-
tenten Zellen unterschiedlich stark ausfielen, wurden aus dem Gel ausgeschnitten, in ein Eppen-
dorfgefa¨ß gegeben und fu¨r 10 min bei RT in 100 µl DEPC-Wasser eingeweicht. Anschließend
wurden die Gefa¨ße mit Parafilm versiegelt und die Proben 15 min lang im Wasserbad gekocht.
Nach kurzer Zentrifugation wurde der ¨Uberstand in ein neues Eppendorfgefa¨ß u¨berfu¨hrt und
mit 10 µl 3 M Natriumacetat, 5 µl Glycogen (10 mg/ml) und 450 µl Ethanol versetzt. Nach
30minu¨tiger Inkubation bei -80◦C erfolgte eine 10minu¨tige Zentrifugation bei 4◦C. Danach
wurde das Pellet mit 200 µl eiskaltem, 85%igem Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifu-
gation wurde das Pellet in 10 µl DEPC-Wasser gelo¨st. Fu¨r die eigentliche Reamplifikation wur-
den 4 µl dieser cDNA-Lo¨sung in eine weitere PCR eingesetzt, die unter denselben Bedingungen
(Primerwahl, Zyklenzahl, Annealing-Temperatur) wie die urspru¨ngliche DD-PCR stattfand. 30
µl des PCR-Produkts wurden auf ein mit Ethidiumbromid versetztes 1.5%iges Agarosegel in
0.5x TBE aufgetragen. Die Bande wurde unter UV-Licht aus dem Agarosegel ausgeschnitten
und die DNA mittles Qiaex II Kit (Qiagen) extrahiert. Die so gereinigte DNA wurde als Sonde
fu¨r die Northern Hybridisierung verwendet (s. Abschnitt 3.7.3).
KAPITEL 3. METHODEN 27
3.11.2 Klonierung
Die Klonierung der cDNA aus den DD-Banden erfolgte mit dem
”
PCR TRAP Cloning System“
von GenHunter. Die cDNA wurde mittels T4 DNA Ligase in den PCR-TRAP Vector eingefu¨gt.
Die Ligation erfolgte u¨ber Nacht bei 16◦C im Thermocycler (Biometra). 10 µl des Ligations-
ansatzes wurden zu 50 µl kompetenter Zellen gegeben und das Gemisch 45 min lang bei 4◦C
inkubiert. Danach wurden die Zellen fu¨r 2 min einer Temperatur von 42◦C ausgesetzt und dann
mit 0.2 ml LB-Medium 1 h lang bei 37◦C inkubiert. 100 µl der Zellsuspension wurden auf
Tetracyclin-haltigen (20 µg/ml) Agarplatten ausgestrichen und die Platten u¨ber Nacht bei 37◦C
in der Dunkelheit inkubiert. Am na¨chsten Tag wurden einzelne Kolonien markiert und ein Teil
der Zellen dieser Kolonien in 50 µl
”
colony lysis buffer“ u¨berfu¨hrt. Es folgte eine 10minu¨tige
Inkubation bei 95◦C. Nach Abzentrifugation der Zelltru¨mmer wurde mit 2 µl des Lysates eine
PCR unter Verwendung der Primer Lgh und Rgh durchgefu¨hrt (30 Zyklen, Annealing Tempe-
ratur 52◦C). Um den Erfolg der vorangegangenen Transformation zu u¨berpru¨fen, wurden die
PCR-Produkte auf ein 1.5%iges Agarosegel in 0.5x TBE aufgetragen. Konnte das Insert auf
diese Weise nachgewiesen werden, wurde der Rest der jeweiligen Kolonie in 50 µl LB-Medium
suspendiert. Diese Suspension wurde auf weitere Tetracyclin-haltige (20 µg/ml) Agarplatten
ausgestrichen und u¨ber Nacht in der Dunkelheit bei 37◦C inkubiert. Einzelne Kolonien wurden
am folgenden Tag in 6 ml Tetracyclin-haltiges (20 µg/ml) LB-Medium u¨berfu¨hrt und ein weite-
res Mal fu¨r 24 h bei 37◦C in der Dunkelheit inkubiert. Aus diesen Zellsuspensionen wurden die
Plasmide mittels des
”
Qiaprep Spin Miniprep Kits“ (Qiagen) isoliert. Die Sequenzierung der
Inserts wurde bei MWG in Auftrag gegeben.
3.12 In Situ Hybridisierung
Ma¨use der Linie FVB/N wurden decapitiert und die Gehirne tiefgefroren. Aus den Gehirnen
wurden am Kryostaten (Microm HM 500 OM) sagittale, 15 µm dicke Schnitte aus dem Bereich
des Hippokampus angefertigt und fu¨r die In Situ Hybridisierung auf Glasobjekttra¨ger (Super
Frost) aufgebracht.
Die Objekttra¨ger mit den gefrorenen Hirnschnitten wurden 45 min lang bei Raumtemperatur
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aufgetaut. Dann wurden sie 10 min lang in eiskaltem 4% PFA in PBS fixiert. Nach dreimaligem
Waschen in DEPC-behandeltem PBS wurden die Schnitte in 250 ml 0.1 M Triethanolamin-HCl
(pH 8.0) inkubiert, dem 630 µl Essigsa¨ureanhydrid tropfenweise zugesetzt wurden. Die Schnit-
te wurden in DEPC-behandeltem 2xSSC gewaschen und anschließend in einer aufsteigenden
Ethanolreihe dehydriert. Danach folgten eine fu¨nfminu¨tige Inkubation in Chloroform und je
eine einminu¨tige Inkubation in 100% bzw. 95% Ethanol, in deren Anschluss die Objekttra¨ger
an einem staubfreien Platz getrocknet wurden. Zur Pra¨hybridisierung wurde auf jeden Objekt-
tra¨ger 100 µl Hybridisierungsmix (50% Formamid, 20 mM Tris-HCL pH 8.0, 300 mM NaCl, 5
mM EDTA pH 8.0, 10% Dextransulphat, 0.02% Ficoll 400, 0.02% Polyvinylpyrrolidon, 0.02%
BSA, 0.5 mg/ml tRNA, 0.2 mg/ml Tra¨ger DNA, 200 mM DTT) aufgetragen und die Schnitte
fu¨r eine Stunde bei 60◦C in einer feuchten Kammer inkubiert.
Als Ausgangsmaterial fu¨r die Sonde diente linearisierte Plasmid-DNA. 3 µg DNA wurden mit
6 µl NTP-Mix (je 10 mM rATP, rCTP und rGTP von Roche Molecular Diagnostics), 2 µl
0.5 M DTT, 2 µl RNasin (40 U/µl von Promega), 26 µl 35S-thio-rUTP (12.5 mCi/mM von
Hartmann Analytics) und 2 µl T7 bzw. SP6 RNA-Polymerase (20 U/µl von Roche Molecular
Diagnostics) in einem Endvolumen von 60 µl Transkriptionspuffer gelo¨st und drei Stunden bei
37◦C inkubiert.
Danach wurde die DNA durch Zugabe von 2 µl RNase-freier DNase I (Roche Molecular Dia-
gnostics) und 15minu¨tiger Inkubation bei 37◦C zersto¨rt. Die RNA wurde anschließend mit Hil-
fe eines RNeasy Kits (Qiagen) gereinigt und die Strahlung der Proben in einem Scintillation-
Counter (Beckman LS 6500) gemessen. Fu¨r die Hybridisierung wurde eine Probenmenge, die 7
Millionen cpm enthielt, in 100 µl Hybridisierungsmix gelo¨st und auf einem Objektra¨ger verteilt.
Die Hybridisierung wurde u¨ber Nacht bei 60◦C durchgefu¨hrt.
Am na¨chsten Tag wurde die nicht hybridisierte Sonde in 4xSSC abgewaschen. Dann wurden
die Schnitte 20 min lang in NTE mit 20 µg/ml RNaseA bei 37◦C inkubiert. Es folgten weite-
re Waschschritte in 2xSSC/1 mM DTT, 1xSSC/1 mM DTT, 0.5xSSC/1 mM DTT, 0.1x SSC/1
mM DTT bei 64◦C und in 0.1xSSC. Anschließend wurden die Schnitte in einer aufsteigenden
Ethanolreihe mit einem Zusatz von 300 mM Ammoniumacetat dehydriert und die trockenen
Objekttra¨ger schließlich in einer Kassette plaziert und ein Ro¨ntgenfilm (BioMax MR von Ko-
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dak) aufgelegt. Der Film wurde nach 24 h bei -80◦C entwickelt.
Die Objekttra¨ger mit den Hirnschnitten wurden dann in KODAK NTB2 Emulsion getaucht und
je nach Intensita¨t der Schwa¨rzung auf dem Ro¨ntgenfilm fu¨r 6 bis 8 Wochen bei 4◦C in der Dun-
kelheit gelagert. Nach dieser Zeit wurden die Schnitte in KODAK D19 developer entwickelt,
fixiert (KODAK fixer), mit Toluolblau gegengefa¨rbt und unter dem Lichtmikroskop betrachtet.
3.13 Chip-Hybridisierung
Die Chips wurden durch die Microarray-Gruppe des Max-Planck-Instituts fu¨r Psychiatrie aus
PCR-Produkten der zwei Mausgenbanken MMSV (Mus musculus sequence verified) und BMAP
(Brain Molecular Anatomy Project) von Resgen auf Glasobjekttra¨gern erstellt. Auf jedem Chip
wurden Sequenzen von u¨ber 17000 Genen mit Hilfe eines Chipwriter Pro (Virtek) aufgebracht.
Als Ausgangsmaterial fu¨r die Erstellung der Hybridisierungssonden wurden pro Chip 100 µg
”
Universal Mouse Reference RNA“ (Stratagene) sowie 100 µg DNase I (Boehringer-Roche)
behandelter RNA aus entweder Glutamat-resistenten oder nicht-resistenten HT-22 Zellen in
einem Volumen von 17 µl DEPC-Wasser gelo¨st. Fu¨r den Versuch wurden 6 Chips mit cDNA-
Sonden hybridisiert, die aus RNA von Glutamat-resistenten HT-22 Zellen gewonnen wurden
und 6 Chips mit Sonden, die aus nicht-resistenten HT-22 Zellen erstellt wurden.
3.13.1 Herstellung Cy3- bzw. Cy5-markierter cDNA
Die RNA-Lo¨sungen wurden mit 2 µl Oligo dT Primern der Konzentration 500 µg/ml (Amer-
sham Pharmacia Biotech) gemischt und fu¨r 5 min bei 70◦C im Thermoblock geschu¨ttelt. Nach
kurzer Zentrifugation wurden die Proben in 5 min auf Raumtemperatur abgeku¨hlt. Zu jedem
Ansatz wurden sodann 8 µl 5x first strand buffer (Gibco), 4 µl 10x low T dNTP (5 mM dGTP,
5 mM dATP, 5 mM dCTP, 2 mM dTTP von Roche Molecular Diagnostics), 4 µl 0.1 M DTT
(Gibco), 1 µl RNase Inhibitor (Boehringer-Roche) und 2 µl Superscript II (Gibco) pipettiert. Zu
den Referenz-RNA Proben wurden außerdem 4 µl Fluor d UTP Cy 5 (Amersham Pharmacia
Biotech) zugesetzt, wa¨hrend die RNA aus den HT-22 Zellen mit dem gleichen Volumen Fluor
d UTP Cy 3 (Amersham Pharmacia Biotech) versehen wurde. Nach heftigem Schu¨tteln und
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kurzer Zentrifugation wurden die Proben eine Stunde lang bei 42◦C in der Dunkelheit inku-
biert. Anschließend wurde die Reaktion durch die Gabe von 5 µl 500 mM EDTA-Lo¨sung und
nachfolgender einminu¨tiger Inkubation bei 42◦C gestoppt.
3.13.2 Aufreinigung der Proben
Zu den Cy3- bzw. Cy5-markierten cDNA-Ansa¨tzen wurden 10 µl einer 1 M NaOH-Lo¨sung
gegeben und die Proben dann fu¨r 15 min bei 65◦C lichtgeschu¨tzt inkubiert. Danach wurden
die cDNA-Lo¨sungen durch Zugabe von 10 µl einer 1 M HCl-Lo¨sung neutralisiert. Die Proben
wurden dann auf Bio-6-Sa¨ulen (Biomol) aufgetragen und 4 min lang bei 4000 rpm zentrifugiert
(Sigma 1-13). Gleiche cDNA-Proben aus den Auffanggefa¨ßen wurden gepoolt und das Volumen
mit TE-Puffer auf 480 µl aufgefu¨llt. Anschließend wurden die Proben mit Hilfe von Microcon
YM-30 Sa¨ulen (Millipore) auf ein Volumen von 20 µl eingeengt. Die Sa¨ulen wurden dann
umgedreht auf ein neues Reaktionsgefa¨ß gesetzt und durch dreiminu¨tige Zentrifugation bei
4000 rpm (Sigma 1-13 Zentrifuge) eluiert.
3.13.3 Hybridisierung
Das Volumen der Referenz-cDNA- und der Proben-cDNA-Lo¨sungen wurde durch Pipettieren
bestimmt. Gleiche Volumina an Referenz-cDNA wurden in 12 Reaktionsgefa¨ße pipettiert (1
Gefa¨ß pro Chip) und die unterschiedlichen Proben-Lo¨sungen gleichma¨ßig auf jeweils 6 dieser
Gefa¨ße verteilt. Dann wurden die Proben mit einem Speedvac-Gera¨t (Eppendorf Concentra-
tor 5301) auf ein Volumen von 5 µl eingeengt und anschließend 40 µl Hybridisierungsmix
(50% Formamid, 6x SSC, 5x Denhard’s Solution (Sigma Aldrich), 0.5 % SDS und 50 mM
Natriumphosphatpuffer, pH 7.0), 1 µl murine COT1-DNA (20 µg/µl von Gibco) und 2 µl Po-
ly(dA) (Amersham Pharmacia Biotech) zugegeben. Die Proben wurden dann 3 min bei 94◦C
denaturiert und 3 min auf Eis geku¨hlt. Jeder Probenansatz wurde mit Hilfe eines Deckglases
gleichma¨ßig und luftblasenfrei auf je einem der Chips verteilt. Die Chips wurden dann in was-
serdicht verschließbare Kammern gelegt und fu¨r 16 h bei 42◦C im Wasserbad inkubiert. Danach
wurden die Deckgla¨ser durch Eintauchen der Chips in eine 2xSSC / 0.2% SDS Lo¨sung abge-
spu¨lt und die Chips anschließend 15 min in einer auf 60◦C temperierten 2xSSC / 0.2% SDS
KAPITEL 3. METHODEN 31
Lo¨sung unter Schu¨tteln gewaschen. Es folgte ein weiterer Waschschritt u¨ber 15 min bei 60◦C
in 0.5xSSC und einer fu¨r 1 min bei RT in 0.2xSSC. Zum Schluss wurden die Chips kurz in
0.05xSSC geschwenkt und die auf den Objekttra¨gern verbliebene Flu¨ssigkeit abzentrifugiert.
Die Hybridisierungssignale wurden in einem Laserscanner (Scanarray 4000 von Perkin Elmer)
ausgelesen und die Signifikanz der Expressionsunterschiede zwischen den Glutamat-resistenten
und nicht resistenten HT-22 Zellen von der Microarray-Gruppe des Max-Planck-Instituts fu¨r
Psychiatrie berechnet.
3.14 Gera¨te- und Materialliste
Tabelle 3.1: Gera¨te- und Materialliste
Kategorie Produkt Firma











Anti-Seladin-1 Prof. Dr. I. Greeve, Universita¨t Hamburg




Western blotting detection reagents Amersham Pharmacia Biotech
RNAzolB Wak-Chemie Medical GmbH
1-Bromo-3-Chloropropan (BCP) Wak-Chemie Medical GmbH




Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 3.1
Kategorie Produkt Firma
Chemikalien 5x first strand buffer Gibco
Denhard’s Solution Sigma Aldrich
DTT Gibco
Enzyme DNase I (Northern Blots) GenHunter






Omniscript Reverse Transkriptase Qiagen
Taq Polymerase Qiagen
T7 RNA-Polymerase Roche Molecular Diagnostics








rATP, rCTP und rGTP Roche Molecular Diagnostics
Universal Mouse Reference RNA Stratagene
dGTP, dATP, dCTP und dTTP Roche Molecular Diagnostics
Fluor d UTP Cy 5 Amersham Pharmacia Biotech
Fluor d UTP Cy 3 Amersham Pharmacia Biotech
COT1-DNA Gibco
Poly(dA) Amersham Pharmacia Biotech





Mouse Apoptosis Q Series“ und
”
Mouse
Cancer PathwayFinder Q Series“
Biomol
RNAimage Kit GenHunter
Qiaex II Kit Qiagen
PCR TRAP Cloning System GenHunter
Qiaprep Spin Miniprep Kits Qiagen
Rneasy Kit Qiagen
Sa¨ulen NICK Column Amersham
Bio-6-Sa¨ulen Biomol
Microcon YM-30 Sa¨ulen Millipore
Membranen Nitrozellulose-Membran Schleicher und Schuell
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 3.1
Kategorie Produkt Firma
Membranen Nylon-Membran Roti-Nylon-Plus Roth
Nylonmembran Hybond N Amersham Pharmacia Biotech
Ro¨ntgenfilme Ro¨ntgenfilm Super RX Fuji
Ro¨ntgenfilm BioMax MR Kodak
Gera¨te Mikrotiterplatten Lesegera¨t MR 7000 Dynatech
Spectrophotometer DU 640 Beckman
UV Stratalinker 1800 Stratagene
β-γ Detektor LB122 Berthold
Hybridisierungsofen Hybaid Micro-4 MWG Biotech
Thermozykler Biometra
Kryostat HM 500 OM Microm
Scintillation-Counter LS 6500 Beckman
Chipwriter Pro Virtek
Speedvac Concentrator 5301 Eppendorf
Laserscanner Scanarray 4000 Perkin Elmer
Slot Blot Apparatur Schleicher & Schuell
Zentrifuge J2-MC Beckman
Zentrifuge Sigma 1-13 Sigma
Kapitel 4
Ergebnisse
Hippokampale Maus-Neurone der Linie HT-22 wurden auf Resistenz gegen die oxidativen
Stressoren Glutamat und Wasserstoffperoxid selektiert. ¨Anderungen im Expressionsprofil der
resistenten gegenu¨ber den nicht resistenten Zellen wurden untersucht, um Anhaltspunkte dafu¨r
zu finden, welche Gene und Signalwege in die Vermittlung von oxidativer Resistenz involviert
sein ko¨nnten. Dabei wurden zum einen in der Literatur bereits als mo¨gliche Kandidaten be-
schriebene Faktoren untersucht, zum anderen wurde mit Hilfe der Methoden des Differential
Displays und der Chip-Hybridisierung nach Vera¨nderungen in bislang nicht mit oxidativem
Zelltod in Verbindung gebrachten Genen gesucht.
4.1 Das Zellmodell
4.1.1 Morphologie der neuronalen Zellen
HT-22 Neurone haben in ihrem Zellko¨rper einen unter dem Lichtmikroskop gut zu erkennen-
den Zellkern und sie besitzen axonale Fortsa¨tze. Obwohl die resistenten HT-22 Zellen eine
a¨hnliche Morphologie aufweisen wie die nicht resistenten Zellen, so sind doch Unterschiede
feststellbar: Die Zellko¨rper der Glutamat- und Wasserstoffperoxid-resistenten Zellen (Glu-Res
bzw. H2O2-Res) sind deutlich gro¨ßer als die der nicht-resistenten Zellen (HT-22 N) und weisen
mehr Vakuolen auf, deren Signifikanz man noch nicht kennt. Die Nuklei der resistenten Zellen
sind ebenfalls gro¨ßer als die der nicht resistenten Zellen. Außerdem findet man in den resisten-
34
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ten Kulturen einen go¨ßeren Anteil an Zellen mit mehreren (bis zu fu¨nf) Kernen. Die axonalen
Fortsa¨tze sind bei den H2O2-Res Zellen besonders lang ausgebildet (vgl. Abbildungen 4.1, 4.2
und 4.3).
Abbildung 4.1: Phasenkontrastaufnahme der nicht-resistenten HT-22 Zellen (HT-22 N), Vergro¨ße-
rungsfaktor 200. Die Zellen weisen eine neuronale Morphologie mit axonalen Fortsa¨tzen auf.
Abbildung 4.2: Phasenkontrastaufnahme der Glutamat-resistenten HT-22 Zellen (Glu-Res), Ver-
gro¨ßerungsfaktor 200. Auffa¨llig sind die im Vergleich zu HT-22 N Neuronen vergro¨ßerten Zellko¨rper.
Man beachte außerdem die Zelle mit zwei Nuklei (Pfeilmarkierung und Auschnittsvergro¨ßerung am
linken unteren Bildrand).
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Abbildung 4.3: Phasenkontrastaufnahme der Wasserstoffperoxid-resistenten HT-22 Zellen (H2O2-
Res), Vergro¨ßerungsfaktor 200. Die Zellko¨rper und die Zellkerne sind im Vergleich zu HT-22 N Neu-
ronen deutlich vergro¨ßert. Außerdem sind die axonalen Fortsa¨tze auffa¨llig lang ausgebildet. In vielen
Zellko¨rpern sind zudem helle ko¨rnige Strukturen zu sehen, die wahrscheinlich Vakuolen entsprechen
(Pfeilmarkierungen und Ausschnittsvergro¨ßerung am rechten unteren Bildrand).
4.1.2 Vergleich der Wachstumsgeschwindigkeiten
Theoretisch wa¨re es denkbar, dass Zellen eine Resistenz gegen Toxine entwickeln, indem sie ih-
re Wachstumsrate um ein Vielfaches erho¨hen. Solche
”
Superkrebszellen“ wu¨rden sich schneller
teilen, als das Toxin seine scha¨dliche Wirkung auf sie ausu¨ben ko¨nnte. Um diese Mo¨glichkeit zu
u¨berpru¨fen, wurden Wachstumskurven erstellt. Wie in Abbildung 4.4 zu erkennen ist, wachsen
die resistenten Klone nicht schneller als die HT-22 N Zellen. Fu¨r die H2O2-resistenten Zellen
konnte sogar ein deutlich verlangsamtes Wachstum festgestellt werden.
Das vera¨nderte Resistenzverhalten der Zellen ist demnach nicht auf eine Erho¨hung der Wachs-
tumsgeschwindigkeit zuru¨ckzufu¨hren.
Allerdings erreichten die Glu-Res Zellen im MTT-Test am Ende der Wachstumsphase ho¨here
Absorptionswerte als HT-22 N Zellen. Da die Absorptionswerte a¨quivalent zu der verstoff-
wechselten Menge MTT sind, ko¨nnte die Ursache fu¨r diese Beobachtung entweder in einer
erho¨hten Stoffwechselrate oder einem dichteren Wachstum der Glu-Res Zellen liegen. Obwohl
die Glu-Res Neurone nicht schneller wachsen als die HT-22 N Neurone, ist es mo¨glich, dass














































Abbildung 4.4: Wachstumskurven der resistenten und nicht resistenten HT-22 Zellen ermittelt durch
MTT-Tests. Die Wachstumskurven fu¨r HT-22 N und Glu-Res Zellen stimmen weitgehend u¨berein. Al-
lerdings erreichen die Glu-Res Zellen insgesamt signifikant ho¨here Absorptionswerte fu¨r t=120h, 144
h, 240 h und 264 h (p<0.05, Two Way ANOVA), was entweder auf eine erho¨hte Stoffwechselrate oder
ein zwar nicht schnelleres, aber insgesamt dichteres Wachstum schließen la¨sst. Die H2O2-Res Zellen
wachsen deutlich langsamer als die HT-22 N und Glu-Res Neurone. Die Absorptionswerte unterschei-
den sich in den ersten 168 Stunden signifikant von den Werten der anderen beiden Klone (p<0.001,
Two Way ANOVA)
sie insgesamt eine ho¨here Dichte erreichen. Dies bedeutet, dass wa¨hrend die HT-22 N Zellen
bereits in die Absterbephase u¨bergehen, die Glu-Res Zellen noch weiter wachsen. Um die Frage
zu kla¨ren, ob die Zelldichte ausschlaggebend fu¨r die erho¨hten Absorptionswerte im MTT-Test
ist, wurde fu¨r einige Zeitpunkte die Zellzahl ermittelt. Dabei wurde festgestellt, dass die maxi-
male Zellzahl bei den Glu-Res Zellen um bis zu 30% ho¨her lag, als bei den HT-22 N Zellen.
Die ho¨heren Werte im MTT-Test spiegeln demnach wahrscheinlich ein dichteres Wachstum der
Glu-Res Neurone wider und nicht unbedingt eine Vera¨nderung der Stoffwechselrate, obwohl
letzteres anhand der vorliegenden Daten nicht vo¨llig ausgeschlossen werden kann.
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4.1.3 Selektive Resistenz gegen oxidative Stressoren
Gegen oxidativen Stress resistente HT-22 Klone wurden durch Langzeitbehandlung mit Was-
serstoffperoxid bzw. Natriumglutamat etabliert (s. Abschnitt 3.1.1 und 3.1.2). Um die Toleranz
der so entstandenen H2O2-Res und Glu-Res Neurone gegenu¨ber den oxidativen Stressoren zu
testen, wurden Toxizita¨tstests durchgefu¨hrt.
Wie in Abbildung 4.5 A zu erkennen ist, zeigen Glu-Res Zellen eine deutlich ho¨here Resistenz
gegenu¨ber Glutamat als die parentalen, nicht resistenten HT-22 N Zellen. Abbildung 4.5 B kann
entnommen werden, dass H2O2-Res Zellen deutlich toleranter auf Wasserstoffperoxid-Zugabe
reagieren als HT-22 N Zellen.
Interessanterweise zeigen die Ergebnisse des Toxizita¨tstests auch eine erho¨hte Resistenz der
H2O2-Res und Glu-Res Zellen gegenu¨ber dem oxidativen Stressor, gegen den sie nicht selek-
tiert wurden: H2O2-Res Zellen sind auch gegen Glutamat resistent und Glu-Res Zellen weisen
eine erho¨hte Toleranz gegenu¨ber Wasserstoffperoxid auf (vgl. Abbildung 4.5). Dies ist insofern
ein interessantes Ergebnis, als dass es darauf hindeutet, dass oxidativer Zelltod, obwohl durch
unterschiedliche Toxine ausgelo¨st, letztendlich u¨ber gemeinsame Signalwege ablaufen ko¨nnte.
Eine alternative Erkla¨rung fu¨r dieses Pha¨nomen wa¨re jedoch, dass die Glu-Res und H2O2-Res
Klone eine nicht-selektive Resistenz gegen eine Vielzahl von Toxinen entwickelt haben. Um
zu u¨berpru¨fen, ob es sich bei dem Verhalten der Zellen tatsa¨chlich um eine selektive Resistenz
gegen oxidativen Stress handelt, wurde die Reaktion der Zellen auf unterschiedliche Toxine, die
nicht in Verbindung mit oxidativem Stress stehen, untersucht.
Das Sphingolipid-Zersetzungsprodukt Sphingosin ist ein Inhibitor der Protein Kinase C und
ein bekannter Auslo¨ser von Apoptose in hippokampalen Neuronen. Der in Abbildung 4.6 A
gezeigte Kurvenverlauf, der die Sensibilita¨t der Neurone fu¨r Sphingosin widerspiegelt, ist fu¨r
HT-22 N, Glu-Res und H2O2-Res Neurone sehr a¨hnlich. Es wird deutlich, dass eine Sphingosin-
Konzentration von 20 µM eine nahezu vollsta¨ndige Abto¨tung der Zellen aller drei Klone be-
wirkt.
Staurosporin, ein anderer, jedoch genereller Inhibitor von Protein Kinasen, ist ebenfalls in der
Lage, Apoptose in Neuronen aller drei Klone auszulo¨sen (s. Abbildung 4.6 B). Fu¨r Staurosporin-
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Konzentrationen unter 5 µM war allerdings eine um 10% bis 20% erho¨hte ¨Uberlebensrate der
H2O2-Res Zellen im Vergleich zu HT-22 N Zellen feststellbar. Bei Erho¨hung der Konzentration
auf 10 µM kehrte sich der Effekt jedoch um und die ¨Uberlebensrate der H2O2-Res Zellen lag im
Durchschnitt 12% unter der der HT-22 N Zellen. Insgesamt gleichen sich die Kurvenverla¨ufe
fu¨r den Toxizita¨tstest jedoch so stark, dass man kaum von einem vera¨nderten Resistenzverhalten
der H2O2-Res Zellen gegenu¨ber Staurosporin sprechen kann.
Bei Gramicidin A handelt es sich um einen Na+/K+-Kanal, der aufgrund von Depolarisation
partiellen Zelltod hervorrufen kann. Auch die Zugabe dieses Toxins fu¨hrte bei allen drei Zell-
klonen zu einem vergleichbaren Absinken der ¨Uberlebensrate (s. Abbildung 4.6 C).
Die Ergebnisse der Toxizita¨tstests aus den Abbildungen 4.5 und 4.6 zeigen deutlich, dass die
H2O2-Res und Glu-Res Klone eine selektive Resistenz gegenu¨ber oxidativen Stressoren aufwei-
sen. Gegenu¨ber anderen Toxinen sind sie in vergleichbarem Masse anfa¨llig wie die parentalen
HT-22 N Zellen.























































Abbildung 4.5: Ergebnis der Toxizita¨tstests fu¨r die drei Modellzellklone HT-22 N, Glu-
Res und H2O2-Res mit A: Glutamat und B: Wasserstoffperoxid. Die bei unbehandelten
Zellen durch die MTT-Zugabe bewirkte Farbintensita¨t wurde mit einer ¨Uberlebensrate von
100% gleichgesetzt. Glu-Res Zellen weisen fu¨r alle getesteten Glutamatkonzentrationen ei-
ne ho¨here Resistenz auf als HT-22 N Zellen (Abbildung A; p<0.05, Two Way ANOVA).
Es ist zu erkennen, dass Glu-Res Zellen neben einer hohen Resistenz gegen Glutamat auch
eine erho¨hte Resistenz gegen Wasserstoffperoxid aufweisen (Abbildung B; p<0.001 fu¨r
Konzentrationen von 300 und 600 µM). Auch die H2O2-Res Zellen zeigen neben einer
signifikant erho¨hten Resistenz gegen Wasserstoffperoxid (Abbildung B; p<0.001 fu¨r alle
getesteten Konzentrationen, Two Way ANOVA) eine hohe Toleranz fu¨r Glutamat (Abbil-
dung A, p<0.05 fu¨r alle getesteten Konzentrationen u¨ber 1 mM, Two Way ANOVA). Die
Glutamat-Toleranz der H2O2-Res Zellen u¨bersteigt sogar die der Glu-Res Zellen (p<0.001
fu¨r Konzentrationen u¨ber 1mM, Two Way ANOVA).















































































Abbildung 4.6: Ergebnis der Toxizita¨tstests fu¨r A: Sphingosin, B: Staurosporin und C: Gramicidin
A. Die drei Modellklone reagieren a¨hnlich auf Zugabe der drei getesteten Toxine, die keinen oxidativen
Stress hervorrufen.
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4.2 Untersuchung aus der Literatur bekannter Alzheimer-
assoziierter Signalwege
Viele Signalwege werden auf Grund ihrer bereits bekannten Eigenschaften mit dem Nervenzell-
tod bei Morbus Alzheimer in Verbindung gebracht. Vertreter dieser Signalwege wurden unter-
sucht um festzustellen, ob diese Signalwege in die generelle Resistenz gegen oxidativen Stress
involviert sind.
4.2.1 Glykogen Synthase Kinase-3β
Dem Enzym GSK-3β wird im Zusammenhang mit Morbus Alzheimer zunehmend Aufmerk-
samkeit geschenkt. Nicht nur ist es in der Lage, Tau-Protein zu phosphorylieren, was zur Ent-
stehung eines der pathologischen Merkmale der Krankheit, den Neurofibrillenbu¨ndeln, fu¨hrt,
es ist auch eine wichtige Komponente anderer Signalwege wie z.B. dem Wnt-Signalweg (s.
Abschnitt 2.1.3) und dem MAPK-Signalweg. Zusa¨tzlich interagiert es direkt mit dem ¨Ostro-
genrezeptor α (Dr. Sharon Goodenough, perso¨nliche Mitteilung). Aufgrund seiner vielfa¨ltigen
Funktionen stellt GSK 3β ein interessantes Untersuchungsobjekt im Rahmen der in dieser Stu-
die bearbeiteten Fragestellung dar.
Mit Hilfe von Western Blot Experimenten wurden die Proteinspiegel fu¨r dieses Enzym in den
drei Modell-Klonen verglichen. Dabei wurden drei verschiedene Antiko¨rper zum Nachweis
von entweder Gesamt-GSK, durch Phosphorylierung an einem Tyrosinrest aktiviertem GSK
(GSKtyr) oder durch Phosphorylierung an einem Serinrest inhibiertem GSK (GSKser) verwen-
det.
Es stellte sich heraus, dass sowohl Glu-Res wie auch H2O2-Res Neurone weniger Gesamt-GSK
Protein bilden als die nicht resistenten HT-22 N Zellen (s. Abbildung 4.7). Auch die Menge an
aktivem GSKtyr ist in beiden resistenten Klonen signifikant niedriger als in HT-22 N Neuronen
(s. Abbildung 4.8). Die Menge an durch Serin-Phoshorylierung inaktiviertem GSK-3β ist dage-
gen in den Glu-Res Zellen signifikant ho¨her als in den HT-22 N Zellen. Auch in den H2O2-Res
Zellen ist der Spiegel an GSKser tendentiell ho¨her als in HT-22 N, die Erho¨hung erreicht jedoch
keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 4.7: Western Blot Ergebnis fu¨r GSK-Protein. A,B: Typische Beispiele fu¨r Western Blots
gegen GSK-Protein, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res (A), HT-22 N, H2O2-Res
(B). C: Zusammenfassung aller Western Blot Ergebnisse fu¨r GSK-Protein. Aufgetragen ist die mittlere
Bandensta¨rke, wobei der Wert fu¨r HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Der GSK-Spiegel ist in
























Abbildung 4.8: Western Blot Ergebnis fu¨r GSKtyr-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western
Blots, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res, H2O2-Res. B: Zusammenfassung aller
Western Blot Ergebnisse fu¨r GSKtyr-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandensta¨rke, wobei der Wert
fu¨r HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Der GSKtyr-Spiegel ist in beiden resistenten Klonen im
Vergleich zu nicht-resistenten Zellen erniedrigt (* entspricht p<0.001, One Way Anova). Der GSKtyr-
Spiegel in den H2O2-Res Neuronen ist zudem auch signifikant niedriger als der der Glu-Res Neurone
(# entspricht p<0.001, One Way ANOVA).




















Abbildung 4.9: Western Blot Ergebnis fu¨r GSKser-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western
Blots, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res, H2O2-Res. B: Zusammenfassung aller
Western Blot Ergebnisse fu¨r GSKser-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandensta¨rke, wobei der
Wert fu¨r HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Der GSKser-Spiegel ist in den Glu-Res im Vergleich
zu den HT-22 N erho¨ht (* entspricht p<0.05, One Way Anova). Auch in den H2O2-Res Neuronen ist
der GSKser-Spiegel tendentiell ho¨her als in HT-22 N Zellen. Der Unterschied ist jedoch statistisch nicht
signifikant.
Diese deutlichen Unterschiede im Phosphorylierungsstatus und in der Gesamtmenge an GSK-
3β Protein zwischen HT22 N und Glu-Res bzw. H2O2-Res Zellen legt die Vermutung nahe,
dass dieses Enzym eine Rolle bei der Resistenzvermittlung gegen oxidativen Stress spielt. Um
die Hypothese, dass Inhibition von GSK-3β zu einer erho¨hten Toleranz von oxidativen Stres-
soren fu¨hrt, na¨her zu untersuchen, wurde GSK 3β in nicht resistenten HT-22 N Zellen durch
Vorbehandlung mit LiCl inhibiert. Anschließend wurde Glutamat bzw. Wasserstoffperoxid zu
den Zellen gegeben und am na¨chsten Tag ein MTT-Test durchgefu¨hrt, bei dem unbehandelte
HT-22 N mit den mit LiCl-vorinkubierten Zellen verglichen wurden. Das Ergebnis ist in Ab-
bildung 4.10 dargestellt und zeigt, dass Zellen, bei denen GSK-3β inhibiert wurde, tatsa¨chlich
eine ho¨here Toleranz gegenu¨ber Glutamat und Wasserstoffperoxid aufweisen als unbehandel-
te Zellen. Obwohl es zu einer signifikanten Erho¨hung der ¨Uberlebensrate kommt, bewirkt die
LiCl-Vorbehandlung jedoch keine absolute Resistenz gegen die getesteten Toxine.
Die Inaktivierung von GSK-3β scheint demnach zwar zu einer erho¨hten Resistenz gegen oxi-
dativen Stress zu fu¨hren, jedoch nicht der einzige Mechanismus zur Generation des Resistenz-
verhaltens zu sein.






















































Abbildung 4.10: Toxizita¨tstest fu¨r HT-22 N mit und ohne LiCl-Vorbehandlung. Vorbehandlung
mit LiCl (10 mM) zur Inhibition von GSK-3β erho¨ht die Resistenz von HT-22 N Neuronen gegen
Wasserstoffperoxid (A) und Glutamat (B). (* entspricht p<0.05, Two Way ANOVA)
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4.2.2 Amyloid-Vorla¨uferprotein (APP)
APP ist ein Protein, dem bei der Alzheimer Pathologie eine entscheidende Rolle zukommt.
Durch seine Prozessierung kann das Aβ-Peptid entstehen, das die fu¨r die Krankheit typischen
Plaques im Gehirn bildet (s. Abschnitt 2.1.1). Einem anderen Produkt der APP-Prozessierung,
dem sAPPα wird jedoch eine neuroprotektive Wirkung zugeschrieben (De Strooper und An-
naert 2000). Es wa¨re also denkbar, dass eine Vera¨nderung im APP- bzw. sAPPα-Spiegel zum
Resistenzverhalten der Neurone gegen oxidative Scha¨digung beitragen ko¨nnte. Die relativen
Mengen dieser Proteine wurden deshalb in den Modellzellen verglichen.
Western Blot Experimente mit Antiko¨rpern gegen den C-Terminus des APP-Proteins ergaben
keine messbaren Konzentrationsunterschiede fu¨r Gesamt-APP-Protein in resistenten und nicht-























Abbildung 4.11: Western Blot Ergebnis fu¨r APP-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western
Blots, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res, H2O2-Res. B: Zusammenfassung aller
Western Blot Ergebnisse fu¨r APP-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandensta¨rke, wobei der Wert
fu¨r HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Die Bandensta¨rken fu¨r die drei Klone sind nicht signifikant
unterschiedlich (One Way ANOVA).
Western Blot Analysen des Zellmediums zur Detektion von sAPPα ergaben eine signifikante
Erho¨hung der Konzentration dieses Proteins im ¨Uberstand der resistenten Zellen (s. Abbildung
4.12). sAPPα wird demnach tatsa¨chlich in Zellen, die gegen oxidativen Stress resistent sind,
vermehrt gebildet. Die Erho¨hung der sAPPα-Konzentration ist dabei nicht auf eine versta¨rkte
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Bildung des Vorla¨uferproteins APP zuru¨ckzufu¨hren, da die APP-Spiegel in allen drei untersuch-
ten Zellklonen gleich sind (s. Abbildung 4.11). Es muss sich deshalb um eine Vera¨nderung in






















Abbildung 4.12: Western Blot Ergebnis fu¨r sAPPα-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western
Blots, Auftragung von links nach rechts HT-22 N, Glu-Res, H2O2-Res. B: Zusammenfassung aller We-
stern Blot Ergebnisse fu¨r sAPP-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandensta¨rke, wobei der Wert fu¨r
HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Die Bandensta¨rken fu¨r Glu-Res und H2O2-Res sind signifikant
erho¨ht im Vergleich zur Bandensta¨rke fu¨r HT-22 N (* entspricht p<0.05, One Way ANOVA).
4.2.3 Bcl-2 / Bax Familie
Die Proteine der Bcl-2 / Bax Familie sind ebenfalls interessante Kandidaten fu¨r Untersuchungen
im Rahmen dieser Studie, da sie in die Regulation des Zelltods involviert sind. Die Wirkungen
von Bcl-2 und Bax sind gegenla¨ufig: Wa¨hrend Bcl-2 protektiv wirkt, fu¨hrt die Aktivita¨t von
Bax eine Zelle in die Apoptose.
Vorausgesetzt, dass in dem hier verwendeten Zellmodell Unterschiede in der Expression die-
ser Gene vorliegen, wa¨re eine nahe liegende Erwartung, dass Bcl-2-Protein versta¨rkt in den
resistenten Zellen gebildet wird, wa¨hrend Bax dort in geringerer Menge vorliegt. Tatsa¨chlich
findet man sowohl auf Protein-Ebene als auch auf RNA-Ebene einen erniedrigten Bax-Spiegel
in den resistenten Zellen im Vergleich zu den HT-22 N Zellen (s. Abbildung 4.13, 4.20 und
4.22). Eine versta¨rkte Bildung von Bcl-2 Protein in den resistenten Zellen konnte jedoch nicht
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nachgewiesen werden. Erstaunlicher Weise ist der Proteinspiegel fu¨r Bcl-2 vielmehr in den re-
sistenten Zellen deutlich niedriger als in den nicht resistenten Zellen (s. Abbildung 4.14). Es
scheint demnach so, als sei der Bcl-2 / Bax Signalweg in den gegen oxidativen Stress resisten-
ten Modellzellen generell suppremiert. Dabei ist auffa¨llig, dass diese Vera¨nderung im Bcl-2 /
Bax Signalweg sowohl fu¨r Glu-Res als auch fu¨r H2O2-Res Neurone gilt. Der Effekt ist in den
H2O2-Res Zellen sta¨rker als in den Glu-Res Zellen. Ob dies jedoch mit der ho¨heren Toleranz
der H2O2-Res Zellen fu¨r oxidative Stressoren (s. Abbildung 4.5) in Verbindung steht, ist unklar.
Der Bcl-2 / Bax Signalweg ist scheinbar ein Mechanismus, dem im Zusammenhang mit Resis-
tenzverhalten Aufmerksamkeit geschenkt werden sollte. Es ist allerdings nicht auszuschließen,
dass die gefundenen Vera¨nderungen nicht fu¨r oxidative Resistenz selektiv sind. Untersuchungen

























Abbildung 4.13: Western Blot Ergebnis fu¨r Bax-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western Blots,
Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res, H2O2-Res. B: Zusammenfassung aller Western
Blot Ergebnisse fu¨r Bax-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandensta¨rke, wobei der Wert fu¨r HT-
22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. In den resistenten Zellen wird signifikant weniger Bax-Protein
gebildet als in den nicht resistenten Zellen (* entspricht p<0.001, One Way ANOVA). Der Unter-
schied zwischen H2O2-res und HT-22 N ist dabei gro¨ßer als der zwischen Glu-Res und HT-22 N. Der
Bax-Spiegel in den H2O2-Res Neuronen ist zudem auch signifikant niedriger als der in den Glu-Res
Neuronen (# entspricht p<0.001, One Way ANOVA).


























Abbildung 4.14: Western Blot Ergebnis fu¨r Bcl-2-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western
Blots, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res, H2O2-Res. B: Zusammenfassung aller
Western Blot Ergebnisse fu¨r Bcl-2-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandensta¨rke, wobei der Wert
fu¨r HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. In den resistenten Zellen wird signifikant weniger Bcl-
2-Protein gebildet als in den nicht resistenten Zellen (* entspricht p<0.001, One Way ANOVA). Der
Unterschied zwischen H2O2-Res und HT-22 N ist dabei gro¨ßer als der zwischen Glu-Res und HT-22
N. Der Bcl-2-Spiegel in den H2O2-Res Neuronen ist zudem auch signifikant niedriger als der in den
Glu-Res Neuronen (# entspricht p<0.05, One Way ANOVA).
4.2.4 MAP Kinase
Der MAP Kinase (Mitogen-aktivierte Protein Kinase, MAPK) Signalweg geho¨rt zu den wich-
tigsten, durch oxidativen Stress aktivierten Signalwegen und zeichnet sich durch eine hohe
Komplexita¨t aus. MAPK reguliert die Aktivita¨t verschiedener Transkriptionsfaktoren, wie z.B.
CREB (cAMP response element binding protein), Elk-1 (ETS-like gene) und c-Myc (cellular
homologue of myelocytomatosis virus 29 oncogene), und fu¨hrt so zu einer Vera¨nderung der
Genexpression (Sweatt, 2001). MAPK kann außerdem das bereits in Abschnitt 4.2.1 erwa¨hnte
GSK-3β Protein inaktivieren und auch zu einer versta¨rkten Sekretion von sAPPα fu¨hren (Dr.
Sharon Goodenough, perso¨nliche Mitteilung). Da fu¨r Glu-Res und H2O2-Res Neurone sowohl
eine erho¨hte Menge an inhibiertem GSK-3β Protein als auch eine versta¨rkte Produktion von
sAPPα festgestellt werden konnte (s. Abbildungen 4.9 und 4.12), scheint eine Rolle fu¨r MAPK
in der Vermittlung von oxidativer Resistenz in diesem Zellmodell mo¨glich.
Western Blot Experimente ergaben keinen Unterschied im Gesamtproteinspiegel von MAPK
zwischen resistenten und nicht resistenten Zellen (s. Abbildung 4.15). Die Menge an phos-





















Abbildung 4.15: Western Blot Ergebnis fu¨r MAPK-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western
Blots, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res, H2O2-Res B: Zusammenfassung aller
Western Blot Ergebnisse fu¨r MAPK-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandensta¨rke, wobei der Wert
fu¨r HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Die Proteinspiegel unterscheiden sich nicht signifikant























Abbildung 4.16: Western Blot Ergebnis fu¨r pMAPK-Protein. A: Typisches Beispiel eines Western
Blots, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res, H2O2-Res B: Zusammenfassung aller
Western Blot Ergebnisse fu¨r MAPK-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandensta¨rke, wobei der Wert
fu¨r HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Der pMAPK Spiegel ist sowohl in den Glu-Res als auch
den H2O2-Res Zellen signifikant ho¨her als in nicht resistenten Zellen (* entspricht p<0.05, One Way
ANOVA).
phorylierter und somit aktivierter MAPK war jedoch in den Glu-Res und H2O2-Res Neuronen
signifikant gro¨ßer als in den HT-22 N Neuronen (s. Abbildung 4.16).
Eine Modifikation im Phosphorylierungsstatus von MAPK ko¨nnte demnach mo¨glicherweise zur
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Entstehung von Resistenz gegen oxidativen Stress beitragen. Ob der erho¨hte pMAPK-Spiegel in
den resistenten Zellen tatsa¨chlich fu¨r die beobachteten Vera¨nderungen in GSKser- und sAPPα-
Protein verantwortlich ist, muss durch weitere Untersuchungen gekla¨rt werden.
4.2.5 PARP
Auch das Enzym Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) wird in der Literatur mit Zelltod in
Verbindung gebracht. Dabei ist umstritten, ob PARP eine pro- oder antiapoptotische Funktion
ausu¨bt. In jedem Fall ist PARP ein interessantes Untersuchungsobjekt fu¨r diese Studie.
Obwohl in einigen Western Blots fu¨r Glu-Res Zellen eine Erho¨hung im PARP-Spiegel festge-
stellt werden konnte (s. Abbildung 4.17 A), erwies sich der Unterschied insgesamt als nicht
signifikant (s. Abbildung 4.17 B). Da in den H2O2-Res Zellen keine tendentielle Erho¨hung des
PARP-Spiegels feststellbar war, scheint dieses Enzym zumindest nicht zur generellen Vermitt-























Abbildung 4.17: Western Blot Ergebnis fu¨r PARP-Protein. A: Beispiel eines Western Blots, Auf-
tragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res, H2O2-Res; B: Zusammenfassung aller Western Blot
Ergebnisse fu¨r PARP-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandensta¨rke, wobei der Wert fu¨r HT-22 N
mit 100% gleichgesetzt wurde. Der PARP-Spiegel ist in den Glu-Res Zellen im Vergleich zu HT-22 N
und H2O2-Res Zellen tendentiell erho¨ht. Es besteht jedoch kein signifikanter Unterschied (p¿0.05, One
Way ANOVA).
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4.2.6 Seladin-1
¨Uber das Protein Seladin-1 ist noch nicht allzu viel bekannt, da es erst vor relativ kurzer Zeit
entdeckt wurde. Es erwies sich in den bislang durchgefu¨hrten Versuchen jedoch als protektiv
gegen Aβ-Toxizita¨t und allgemeinen oxidativen Stress und ihm wird eine Rolle bei der Regula-
tion des Zelltods zugeschrieben (s. Abschnitt 5.5). Die Verbindung von Seladin-1 zu oxidativem
Stress im allgemeinen und Morbus Alzheimer-assoziiertem Nervenzelltod im besonderen macht
diese Oxidoreduktase fu¨r die in dieser Studie untersuchte Fragestellung besonders interessant.
Fu¨r die in dieser Arbeit verwendeten Glu-Res und H2O2-Res Neurone konnte keine signifikante
Vera¨nderung im Proteinspiegel von Seladin-1 im Vergleich zu HT-22 N Neuronen festgestellt
werden (s. Abbildung 4.18). Die Resistenz gegen oxidativen Stress scheint demnach in den
hier verwendeten Modellzellen nicht u¨ber eine versta¨rkte Bildung von Seladin-1 vermittelt zu
werden. Posttranslationale Modifikationen und damit verbundene Aktivita¨tsa¨nderungen ko¨nnen




















Abbildung 4.18: Western Blot Ergebnis fu¨r Seladin-1-Protein. A: Typisches Beispiel eines We-
stern Blots, Auftragung von links nach rechts: HT-22 N, H2O2-Res, Glu-Res; B: Zusammenfassung
aller Western Blot Ergebnisse fu¨r Seladin-1-Protein. Aufgetragen ist die mittlere Bandensta¨rke, wobei
der Wert fu¨r HT-22 N mit 100% gleichgesetzt wurde. Zwischen den Seladin-1-Spiegeln besteht kein
Unterschied (One Way ANOVA).
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4.2.7 Hitzeschock-Proteine
Als Antwort auf Stress bilden Zellen eine Vielzahl von Proteinen, die sogenannten Hitzeschock-
Proteine (Hsp), die den durch Stress induzierten Scha¨digungen entgegenwirken sollen. Dies
geschieht z.B., indem die Bildung von Chaperonen eingeleitet wird, welche bewirken, dass
abnormal gefaltete Proteine ihre urspru¨nliche Konfiguration zuru¨ck erhalten.
Bei Zellen, die unter Dauerstress gehalten werden, wie die in dieser Studie verwendeten Glu-
Res und H2O2-Res Zellen, stellt sich die Frage, ob die Hitzeschock-Antwort in irgendeiner
Form modifiziert ist. Es wa¨re denkbar, dass die Hsp in den gestressten Zellen als Schutzmecha-
nismus konstitutiv gebildet werden, oder dass die Hitzeschock-Antwort sta¨rker ausfa¨llt als die
in den nicht kontinuierlich gestressten Zellen. Ebenso ist es jedoch mo¨glich, dass in Folge der
Adaption an den Dauerstress weniger Hitzeschock-Proteine gebildet werden als in den nicht
resistenten Zellen.
Die Untersuchung aller bekannten Hsp wurde im Rahmen dieser Studie nicht angestrebt, da
mo¨glichst viele verschiedene Signalwege untersucht werden sollten. Stellvertretend fu¨r die
Hitzeschock-Proteine wurde deshalb nur die Bildung von Hsp70 im Western Blot u¨berpru¨ft.
Aus Abbildung 4.19 ist zu entnehmen, dass Glu-Res und H2O2-Res Neurone dieses Protein
nicht konstitutiv bilden. Wie am Beispiel der Glu-Res Zellen gezeigt, ist die Induktion ei-
ner Hitzeschock-Antwort noch immer mo¨glich. Zu einer drastischen Versta¨rkung der Hsp70-
Bildung in den resistenten Zellen kommt es nicht, obwohl die Bande der Glu-Res Zellen in dem
in Abbildung 4.19 dargestellten Western Blot etwas sta¨rker ist als die der HT-22 N Zellen.
Ein weiteres Indiz dafu¨r, dass eine Versta¨rkung der Hitzeschock-Antwort in den hier verwen-
deten Zellen nicht zur Resistenz gegen oxidativen Stress beitra¨gt, fand sich beim Vergleich der
Mengen an gebildeter Hsp86-RNA in Glu-Res und HT-22 N Zellen durch das Gen Expres-
sion Array
”
Maus PathwayFinder-1“. Abbildung 4.20 ist zu entnehmen, dass Glu-Res Zellen
deutlich weniger RNA fu¨r dieses Hsp bilden als HT-22 N Neurone.
Die Untersuchung der Hsp erfolgte im Rahmen dieser Arbeit nur stichprobenartig und ist so-
mit unvollsta¨ndig. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass weitere Unterschiede in
den Proteinspiegeln einzelner Hsp zwischen resistenten und nicht resistenten HT-22 Neuro-
nen bestehen. Dass das Resistenzverhalten der hier verwendeten Modellzellen auf eine generell
























Abbildung 4.19: Western Blot Ergebnis fu¨r Hsp70-Protein. A: Beispiel eines Western Blots, Auf-
tragung von links nach rechts: HT-22 N, Glu-Res, H2O2-Res ohne Hitzeschock; HT-22 N, Glu-Res
nach Hitzeschock (15 min bei 44◦C). B: Quantifizierung des Western Blots. Resistente Zellen zeigen
keine konstitutive Hitzeschock-Antwort. Allerdings kann die Hitzeschock-Antwort induziert werden.
versta¨rkte Hitzeschock-Antwort zuru¨ckzufu¨hren ist, erscheint jedoch unwahrscheinlich.
4.2.8 Gen Expression Arrays
Eine Mo¨glichkeit, die Expression vieler Gene zu vergleichen, besteht in der Verwendung von
Gen Expression Arrays (GEArrays). Es handelt sich hierbei um zwei identische Membranen,
auf die spezifische cDNA Fragmente einiger Gene, die im Zusammenhang mit bestimmten
Signaltransduktionswegen stehen, aufgebracht sind. Indem nun die Membranen mit radioaktiv
markierter cDNA aus den zu vergleichenden Zellklonen hybridisiert werden, kann das Expres-
sionsprofil der Zellklone fu¨r die auf der Membran aufgetragenen Gene verglichen werden.
Der gleichzeitige Vor-und Nachteil dieser Methode ist die Limitierung der getesteten Gene.
Ein Vorteil ist dies deswegen, weil Signalwege, die fu¨r die jeweilige Fragestellung interessant
sind, gezielt untersucht werden ko¨nnen. Ein Nachteil entsteht daraus, dass auf diese Weise die
Entdeckung neuer Gene praktisch ausgeschlossen ist.





Mouse Cancer PathwayFinder Q Series“ und
”
Mouse Apoptosis Q Series“ von Biomol.
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Mouse PathwayFinder-1“ GEArray dient zur Auffindung von Expressionsunterschieden
in acht wichtigen bekannten Signaltransduktionswegen. Diese Signalwege sind:








Es waren cDNA Fragemente von jeweils ein bis sechs wegweisenden Genen dieser Signalwege
sowie von den Haushaltsgenen GAPDH und Aktin als Ladekontrollen auf den Membranen
aufgetragen. In Abbildung 4.20 A sind die hybridisierten Membranen dieses GEArrays fu¨r HT-
22 N (links) und Glu-Res (rechts) gezeigt. Die Signale waren nicht fu¨r alle aufgebrachten Gene
stark genug, um sinnvoll miteinander verglichen werden zu ko¨nnen. In Abbildung 4.20 B sind
daher nur die Gene beru¨cksichtigt, die 1. ein Signal ergaben, das fu¨r den Vergleich stark genug
war und 2. einen Expressionsunterschied zwischen HT-22 N und Glu-Res aufwiesen.
Auffa¨llig ist, dass die Expression von mindestens drei der mit dem p53 Signalweg in Verbin-
dung gebrachten Gene in den Glu-Res Zellen schwa¨cher ist als in HT-22 N Zellen: p53, Bax
und Gadd45. p53 kann sowohl Bax als auch Gadd45 aktivieren. Wa¨hrend Bax apoptotische





















































Maus PathwayFinder-1“ A: Membranen des GEArray
”
Maus
PathwayFinder-1“ hybridisiert mit 32P-markierter cDNA aus HT-22 N (links) und Glu-Res Zellen
(rechts). Die Hybridisierungssignale fu¨r p53 sind exemplarisch durch einen Rahmen markiert. B: Zu-
sammenfassung der unterschiedlich exprimierten Gene
Vorga¨nge in der Zelle unterstu¨tzt, bewirkt Gadd45 einen Stillstand des Zellzyklus. Die geringe-
re Menge an Bax-mRNA besta¨tigt das in Abbildung 4.13 gezeigte Western Blot Ergebnis. Dort
wurde gezeigt, dass auch der Proteinspiegel von Bax in den Glu-Res Zellen geringer ist als in
den HT-22 N Zellen.
Dem p53-Signalweg wird generell eine wichtige Rolle bei der Tumor Suppression zugeschrie-
ben. Die schwa¨chere Expression der dazugeho¨rigen Gene in den hier verwendeten resistenten
Zellen ko¨nnte bedeuten, dass der sonst durch oxidativen Stress u¨ber den p53-Signalweg aus-
gelo¨ste Zelltod in den Glu-Res Neuronen unterdru¨ckt wird.
Weitere mit Tumoren in Verbindung stehende Gene sind c-Myc und p57 (Kip2). Auch fu¨r die-
se Gene wurde eine verminderte Expression in den Glu-Res Neuronen gefunden. Das Protein,
das durch das c-Myc Gen kodiert wird, ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression von
Zielgenen sowohl aktivieren als auch unterdru¨cken kann. Seine ¨Uberexpression, die Merkmal
vieler humaner Krebserkrankungen ist, fu¨hrt zu einem Anhalten des Zellzyklus in der G2-Phase
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(Felsher et al., 2000). Eine Verbindung zu p53 wurde aufgezeigt, indem Felsher und Kollegen
feststellten, dass ein Funktionsverlust von p53 dem c-Myc induzierten Zellzyklusstopp entge-
genwirkt (Felsher et al., 2000). Auch p57 (Kip2) kann bewirken, dass der Zellzyklus angehal-
ten wird. Der Zellzyklusstopp geschieht in diesem Falle in der G1-Phase. p57 (Kip2) ist die
Bezeichnung fu¨r einen Cyclin-abha¨ngigen Kinase Inhibitor. Die Inhibition von Kinasen ist ein
wichtiger Mechanismus, u¨ber den der Effekt von Wachstumsfaktoren auf eine Zelle vermindert
werden kann.
Eine Expressionsa¨nderung von mit Tumorbildung in Verbindung gebrachter Gene wie z.B. p53
und c-Myc wird auch im Zusammenhang mit einer Reaktion der Zelle auf Stress diskutiert.
Die verminderte Expression dieser Gene in den Glu-Res Zellen deutet darauf hin, dass Sig-
nalwege, die bei gestressten Zellen normaler Weise zum Wachstumsstopp oder Zelltod fu¨hren,
in diesen Zellen unterdru¨ckt werden und so mo¨glicherweise zur Resistenz gegen oxidativen
Stress beitragen.
Wichtige Stressgene sind auch die bereits in Abschnitt 4.2.7 erwa¨hnten Hitzeschock-Proteine.
Obwohl fu¨r Hsp70 im Western Blot Versuch keine ¨Anderung im Proteinspiegel zwischen Glu-
Res und HT-22 N Zellen feststellbar war (s. Abbildung 4.19), wurde im
”
Mouse PathwayFinder-
1“ GEArray eine verringerte Expression von Hsp86 in den Glu-Res Zellen festgestellt. Da
die Hitzeschock-Antwort als solche recht komplex ist, stehen diese Ergebnisse nicht unbe-
dingt im Widerspruch zueinander. Es wa¨re erforderlich, die Expression weiterer Vertreter der
Hitzeschock-Proteine an dem Zellmodell zu testen, um sich ein Bild davon machen zu ko¨nnen,
inwieweit dieser Signalweg fu¨r die Resistenzvermittlung von Bedeutung sein ko¨nnte.
Interleukin 2 (IL-2) ist ein Hormon, das vor allem durch seine Rolle bei der Generation und
Regulation der Immunantwort bekannt wurde. Es wird jedoch auch als mo¨gliches Wachstums-
hormon diskutiert (Lowenthal et al., 1985). Auch das IL-2 Gen war in den Glu-Res Neuronen
schwa¨cher exprimiert als in den HT-22 N Zellen.
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Der nukleare Faktor κB (NFκB) war der erste entdeckte Transkriptionsfaktor, dessen Aktivita¨t
durch oxidativen Stress induziert werden kann (Schreck et al., 1991). Lange war unklar, ob
NFκB eher anti- oder proapoptotische Funktion besitzt. Mittlerweile u¨berwiegt die Ansicht,
dass es sich um einen Faktor mit protektiven Eigenschaften handelt. Die Induzierbarkeit sei-
ner Aktivita¨t durch oxidativen Stress macht NFκB zu einer interessanten Zielstruktur fu¨r die
Untersuchungen an dem hier verwendeten Zellmodell.
Wie im Falle einer Expressionsa¨nderung erwartet, wird NFκB in den Glu-Res Neuronen sta¨rker
exprimiert als in den HT-22 N Neuronen. Die Erho¨hung des NFκB-Spiegels kann also als mo¨gli-
cher Resistenzmechanismus der Glu-Res Zellen gegen oxidativen Stress in Betracht gezogen
werden.
Maus Cancer PathwayFinder GEArray
Da der
”
Maus PathwayFinder-1“ GEArray viele Expressionsunterschiede in Tumor assoziierten
Genen aufzeigte, erschien es sinnvoll, einen weiteren GEArray durchzufu¨hren, mit dem speziell
Tumor-assoziierte Signalwege untersucht werden konnten. In Abbildung 4.21 A ist eine der
beiden Membranen des
”
Mouse Cancer PathwayFinder Q Series“ dargestellt. Abbildung 4.21

















































Maus Cancer PathwayFinder“. A: Beispiel einer hybridisierten Mem-
bran B: Zusammenfassung der unterschiedlich exprimierten Gene. Fehlerbalken konnten nicht erstellt
werden, da nur bei einer Membran die Hybridisierung fu¨r beide Klone funktioniert hat.
KAPITEL 4. ERGEBNISSE 59
Birc5 (Survivin) ist ein Apoptose Inhibitor Protein, das Zellzyklus-abha¨ngig exprimiert wird.
Es assoziiert wa¨hrend der G2/M Phase der Mitose mit den Mikrotubuli der Kernteilungsspindel
(Li et al., 1998). Wird die Interaktion zwischen Birc5 und den Mikrotubuli gesto¨rt, verliert Birc5
seine antiapoptotische Wirkung und es kommt zu einer erho¨hten Aktivita¨t von Caspase 3, einem
Enzym, das in Apoptosevorga¨nge involviert ist (Tamm et al., 1998). Eine ¨Uberexpression von
Birc5 geht mit vielen humanen Kerbserkrankungen einher (LaCasse et al., 1998).
Obwohl Birc5 dem Zelltod entgegenwirkt, ist seine Expression in den Glu-Res Zellen erstaunli-
cher Weise erniedrigt. Dieses Ergebnis wurde mit Hilfe des Maus Apoptose GEArrays besta¨tigt
(s. Abbildung 4.22). Das Argument, dass sich die Mehrzahl der resistenten Neurone in einer
anderen Zellzyklusphase befunden haben ko¨nnten als die nicht resistenten Neurone, scheint
daher eher unwahrscheinlich. ¨Ahnlich der beobachteten verringerten Bcl-2-Bildung (s. Abbil-
dung 4.14) widerspricht dieses Ergebnis den Erwartungen und ko¨nnte mo¨glicherweise ein Indiz
dafu¨r sein, dass ein Zellschicksal-entscheidender Signalweg in den Glu-Res Neuronen weit-
gehend ausgeschaltet ist. Sowohl die Ursache als auch die Bedeutung der erniedrigten Birc5
Expression in den Glu-Res Zellen ist unklar und bedarf weiterer Untersuchungen.
Die Protein-Serin/Threonin Kinase AKT 2 wurde als Onkogen in verschiedenen Tumoren be-
kannt. Ku¨rzlich wurde jedoch auch das Verhalten von AKT 2 im Zusammenhang mit verschie-
denen Arten von Stress untersucht (Yuan et al., 2002; Bacus et al., 2002). Dabei wurde festge-
stellt, dass AKT2 dem durch Stress bedingten programmierten Zelltod entgegen wirken kann.
Es wurden Hinweise dafu¨r gefunden, dass dies u¨ber die Aktivierung des Phosphatidylinositol 3-
Kinase Signalwegs geschehen kann oder indem AKT2 die Stress Kinase JNK u¨ber Aktivierung
des NFκB Signalwegs inhibiert.
In den Glu-Res Zellen wurde eine im Vergleich zu HT-22 N Zellen erho¨hte Expression von
AKT2 festgestellt, was mo¨glicherweise zu der erho¨hten Resistenz dieser Neurone gegen oxida-
tiven Stress beitragen ko¨nnte.
Der gro¨ßte Expressionsunterschied, der im Rahmen des
”
Mouse Cancer PathwayFinder“ GE-
Arrays zu Tage trat, lag in dem Gen fu¨r ein Proto-Onkogen namens Ets2, das als Transkriptions-
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faktor fungiert. Die Menge an Ets2-cDNA betrug in den Glu-Res Neuronen etwa 270% von der
in den HT-22 N Zellen gefundenen cDNA Menge. In anderen Arbeiten konnte gezeigt werden,
dass die konstitutive Expression von Ets2 Zellen vor Apoptose schu¨tzen kann (Sevilla et al.,
1999). Ein Signalweg, u¨ber den Ets2 dabei dem Zelltod entgegenwirkt, ist ein Bestandteil des
Bcl-2 Signalwegs. Zu den Zielgenen von Ets2 geho¨rt Bcl-xL, ein Mitglied der Bcl-2 Familie,
welches in der Lage ist, das proapoptotische Protein Bax zu inhibieren (Sevilla et al., 1999;
Sevilla et al., 2001). Die erho¨hte Expression von Ets2 ko¨nnte zusammen mit dem erniedrigten
Bax-Proteinspiegel (s. Abbildung 4.13) dafu¨r sprechen, dass der durch Bax vermittelte Zelltod
in den Glu-Res Zellen stark reduziert wird.
Die p85α Untereinheit der Phosphatidylinositol3 Kinase (PIK3R1) ist ein Onkogen, das in vie-
len Tumoren mutiert ist (Philp et al., 2001). Eine Zersto¨rung des PIK3R1-Gens auf einem der
beiden Chromosomen fu¨hrt zu einer erniedrigten Apoptoserate, die u¨ber eine versta¨rkte Phos-
phatidylinositol (3,4,5)-Triphosphat Produktion ausgelo¨st wird und mit einer erho¨hten Aktivita¨t
von Akt verbunden ist (Ueki et al., 2002).
In den Glu-Res Neuronen wurde eine schwa¨chere Expression von PIK3R1 festgestellt als in
den nicht resistenten HT-22 N Zellen. Dies entspricht den Erwartungen, die sich aufgrund der
bislang durchgefu¨hrten Studien fu¨r den Fall einer Expressionsa¨nderung zwischen den beiden
Klonen ergeben.
CD44 ist ein Glykoprotein und eines der am ha¨ufigsten vorkommenden Zelladha¨sionsmoleku¨le.
Seine Verbindung zu Tumoren besteht darin, dass man bei einigen Krebszellen eine charakte-
ristische Kombination von CD44 Varianten findet, die aus der Expression verschiedener Exons
desselben Gens resultieren. Die CD44 Varianten beeinflussen die Sta¨rke der Metastasebildung
der Tumore (Wallach-Dayan et al., 2001).
Da CD44 ein Transmembranmoleku¨l ist, wird vermutet, dass es in die Transduktion von extra-
zellula¨ren Signalen ins Zellumen verantwortlich sein ko¨nnte. Eine gesto¨rte Weiterleitung von
Signalen in die Zelle kann zu der Bildung von Tumoren fu¨hren.
CD44 ist auch im Zusammenhang mit der Immunreaktion von Zellen bekannt, da in aktivierten
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T-Zellen die Expression von CD44 angeregt wird. Bei der fu¨r die Glu-Res Zellen festgestell-
ten leichten Erho¨hung der CD44 Expression ko¨nnte es sich daher um einen Nebeneffekt der
Stimulation der Zellen mit Glutamat handeln. Der Beitrag einer versta¨rkten CD44 Expression
zum Aufbau von Resistenz scheint eher unwahrscheinlich, da bislang eine Ausschaltung dieses
Gens und nicht seine versta¨rkte Expression mit einer erho¨hten Resistenz in Verbindung gebracht
wurde (McKallip et al., 2002).
Itga5 und Itga6 sind die alpha 5 bzw. alpha 6 Untereinheit von Integrin, einem Membranre-
zeptor, dem a¨hnlich wie CD44 eine Rolle bei der Zelladha¨sion und Migration zugeschrieben
wird. Auch die Expression dieser Gene ist in den Glu-Res Zellen im Vergleich zu HT-22 N
Zellen erho¨ht. Integrin wurde bereits mehrfach eine antiapoptotische Funktion nachgewiesen
(Georges-Labouesse et al., 1996; Wijesekera et al., 1997; Corley et al. 2001) und ko¨nnte daher
auch zu der erho¨hten Resistenz gegen oxidativen Stress in Glu-Res Zellen beitragen.
Vegf (vascular endothelial growth factor) spielt eine Rolle bei der Angiogenese, d.h. der Bildung
neuer Blutgefa¨ße. Unter pathologischen Bedingungen, wie z.B. Ischa¨mie oder der Bildung von
Tumoren, ist die Expression von Vegf oft erho¨ht (De Falco et al., 2002). Vegf wirkt antiapop-
totisch, indem es die Expression von Hsp90 erho¨ht, welches wiederum die Bcl-2 Expression
moduliert (Dias et al., 2002).
Die Vegf Expression ist in den Glu-Res Neuronen ho¨her als in den HT-22 N Zellen. Eine
Erho¨hung des Bcl-2 Spiegels konnte bei Glu-Res Zellen zwar nicht festgestellt werden (s.
Abbildung 4.14), eine protektive Wirkung von Vegf durch einen anderen Mechanismus kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden. Besonders interessant ist die nachgewiesene Verbindung
von einer versta¨rkten Vegf Expression mit Ischa¨mie, welche ebenfalls mit der Bildung von oxi-
dativem Stress einhergeht. Die Expressionsa¨nderung von Vegf in den gegen oxidativen Stress
resistenten Glu-Res Zellen ko¨nnte also ein Teil eines zelleigenen Schutzmechanismus gegen
oxidative Scha¨digungen sein.
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Das Gen
”
Sekretiertes Phosphoprotein 1“ (SPP1) kodiert fu¨r das Protein Osteopontin (OPN),
welches in vielen humanen Karzinoma und in bescha¨digtem Gewebe gebildet wird. Vergleicht
man die ¨Uberlebensrate von Zellen mit und ohne OPN in vitro, so stellt man bei den Zellen ohne
OPN eine geringere ¨Uberlebensrate fest als bei den OPN-produzierenden Zellen (Crawford et
al., 1998).
In den Glu-Res Neuronen ist SPP1 sta¨rker exprimiert als in den HT-22 N Neuronen. In An-
betracht der in der Literatur beschriebenen antiapoptotischen Wirkung des Genprodukts ist es
denkbar, dass die versta¨rkte SPP1 Expression zur Resistenz in den Glu-Res Zellen beitra¨gt.
Interessant ist auch, dass OPN ein Ligand von CD44 ist, welches ebenfalls in den Glu-Res
Zellen versta¨rkt exprimiert wird. Da die versta¨rkte Expression von CD44 aber auch ein Ne-
beneffekt der Glutamatbehandlung sein ko¨nnte, sollte auch fu¨r die erho¨hte SPP1 Expression in
Betracht gezogen werden, dass es sich um einen resistenzunabha¨ngigen oder zumindest CD44-
unabha¨ngigen Effekt handelt.
Maus Apoptose GEArray
Eine weitere Gruppe von Signalwegen ist fu¨r die Suche nach Genen, die zur Resistenz gegen
oxidativen Stress beitragen, ebenfalls von besonderem Interesse. Es handelt sich um Signalwe-
ge, die in direkte Verbindung mit Apoptose gebracht werden. Entsprechend wurden die Expres-
sionsprofile fu¨r die Gene des
”
Maus Apoptose“ GEArrays von Glu-Res und HT-22 N Neuronen
miteinander verglichen (s. Abbildung 4.22).
Ein wichtiges Resultat des
”
Maus Apoptose“ GEArrays bestand in der Feststellung, dass die
gefundenen Expressionsa¨nderungen die bisherigen Hinweise auf eine Beeintra¨chtigung des
p53-Signalweges in den Glu-Res Neuronen unterstu¨tzen. Schon bei Verwendung des
”
Mouse
PathwayFinder-1“ GEArrays wurde festgestellt, dass einige Gene des p53-Signalwegs in Glu-
Res Neuronen schwa¨cher exprimiert sind als in den nicht resistenten Vergleichszellen. Dabei
handelte es sich um die Gene von p53 selbst sowie von einigen Proteinen, die von p53 beein-
flusst werden. Auch die Expression der Gene ATM und Mcl1 ist in Glu-Res Zellen modifiziert.
Bei den Genprodukten von ATM und Mdm2 handelt es sich um Proteine, die in der Signal-
transduktionskaskade oberhalb von p53 einzuordnen sind und somit das Bild des vera¨nderten





















































Maus Apoptose“ A: Beispiel einer hybridisierten Membran B: Zusam-
menfassung der unterschiedlich exprimierten Gene. Fehlerbalken konnten nicht erstellt werden, da nur
bei einer Membran die Hybridisierung fu¨r beide Klone funktioniert hat.
Signalweges vervollsta¨ndigen.
Es wurde festgestellt, dass das Gen ATM in den Glu-Res Zellen schwa¨cher exprimiert wird als
in HT-22 N Zellen. ATM ist eine Proteinkinase, die nach toxischen Einwirkungen auf die Zel-
le, z.B. in Form von ionisierender Strahlung, p53 phosphorylieren und somit aktivieren kann
(Canman et al., 1998). Eine verminderte Expression von ATM deutet darauf hin, dass die Akti-
vierung von p53 in den Glu-Res Zellen eingeschra¨nkt wird.
Mdm2 ist ein Onkoprotein, das direkt an p53 binden kann und so dessen Aktivita¨t beeintra¨chtigt
(Xiao et al., 1995). Die Feststellung, das dieses Protein in den Glu-Res Neuronen sta¨rker ex-
primiert ist als in den HT-22 N Neuronen, passt gut zu dem bisherigen Bild der Inhibition des
p53-Signalweges in den Glu-Res Neuronen.
Auch fu¨r eine verminderte Expression der Gene des Bcl-2 / Bax Signalweges wurden erneut
Hinweise gefunden. Wieder wurde eine verminderte Expression von Bax festgestellt, was die
bisherigen Ergebnisse aus Western Blot und Maus PathwayFinder-1 GEArray besta¨tigt. Ein
weiteres proapoptotisches Mitglied dieses Signalweges ist Bak, das in den Glu-Res Zellen eben-
falls schwa¨cher exprimiert ist als in HT-22 N Zellen.
Mcl1 ist ein Gen, das große Sequenz- ¨Ahnlichkeiten mit Bcl-2 aufweist und dem genau wie Bcl-
2 antiapoptotische Funktionen zugeschrieben werden (Kozopas et al., 1993). Auch fu¨r dieses
Gen wurde in den Glu-Res Zellen eine verminderte Expression festgestellt, genauso wie fu¨r das
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Bcl-2 verwandte Protein A1d (Bcl2A1d).
Apoptose kann durch Bindung bestimmter Cytokine, wie z.B. Tumor Nekrose Faktor (TNF), an
ihre Rezeptoren ausgelo¨st werden. In der TNF-Rezeptor Familie wurden in letzter Zeit einige
neue Mitglieder gefunden, darunter auch der Death Receptor-6 (DR6). Das Gen fu¨r diesen
”
Todesrezeptor“ erwies sich als in Glu-Res Zellen schwa¨cher exprimiert als in HT-22 N Zellen.
Es kann daher die Mo¨glichkeit in Betracht gezogen werden, dass in den Glu-Res Neuronen
die Signalweiterleitung u¨ber solche Rezeptoren eingeschra¨nkt ist und Apoptosevorga¨nge so gar
nicht erst ausgelo¨st werden.
TRAF4 (TNF Rezeptor-assoziierten Faktor 4) geho¨rt zu einer Proteinfamilie, deren Mitglieder
mit TNF-Rezeptoren interagieren und als Verbindungsglied zwischen diesen und den von ihnen
aktivierten Signalwegen fungieren. TRAF Proteine gelten als wichtige Regulatoren von Apop-
tose und zellula¨rer Stressantwort, wobei einige Mitglieder dieser Proteinfamilie proapoptotisch
wirken und andere antiapoptotisch. Traf4 wird eine antiapoptotische Wirkung nachgesagt (Ye
et al., 1999; Busuttil et al., 2002).
Es wurde festgestellt, dass TRAF4 in Glu-Res Neuronen sta¨rker exprimiert wird als in HT-
22 N Zellen. Damit wurde ein zweiter Hinweis darauf gefunden, dass in den Glu-Res Zellen
der TNF-Signaltransduktionsweg in einer Weise moduliert sein ko¨nnte, der zum ¨Uberleben der
Neurone in Stress-Situationen beitra¨gt.
KAPITEL 4. ERGEBNISSE 65
4.3 Suche nach neuen Genen
Die bis hierhin aufgefu¨hrten Versuche dienten dazu, Modulationen zwischen resistenten und
nicht resistenten Zellen in bekannten Signaltransduktionswegen aufzudecken. Es wurden dabei
solche Signalwege untersucht, von denen nach heutigem Wissensstand eine Expressionsa¨nde-
rung am wahrscheinlichsten schien. Das na¨chste Ziel dieser Arbeit bestand darin, Expressions-
unterschiede in Genen aufzudecken, die bislang nicht in direkten Zusammenhang mit Stress
oder der Regulation von Zelltod in Verbindung gebracht werden. Zum Lo¨sen dieser Aufgabe
wurden die Methoden des Differential Displays und der Chip-Hybridisierung angewendet.
4.3.1 Differential Display
Die Idee des Differential Displays (DD) besteht darin, das Expressionprofil von Zellen zu ver-
gleichen, indem man aus diesen Zellen RNA isoliert, daraus markierte cDNA unter gleichen Be-
dingungen herstellt und diese cDNA dann nebeneinander auf einem Gel auftra¨gt. Unterschiede
in der Bandensta¨rke deuten auf eine vera¨nderte Expression des Gens hin, das von dieser Bande
repra¨sentiert wird. Die Identita¨t des Gens wird u¨ber eine Sequenzanalyse festgestellt.
Mit der DD-Methode wurden die Expressionsprofile von HT-22 N und Glu-Res Neuronen mit-
einander verglichen. Banden, fu¨r die auf dem Gelphoto zwischen HT-22 N und Glu-Res deutli-
che Unterschiede bezu¨glich der Intensita¨t zu erkennen waren (s. Abbildung 4.23), wurden aus
dem Gel ausgeschnitten und analysiert.
Insgesamt wurde die cDNA aus 19 verschiedenen Banden einer weiteren Analyse unterzogen.
Von den ausgeschnittenen 19 Banden waren 11 bei den HT-22 N Neuronen sta¨rker ausgepra¨gt
als bei den Glu-Res Neuronen, fu¨r die restlichen 8 war das Verha¨ltnis umgekehrt. Die La¨nge
der isolierten cDNAs betrug zwischen 100 und 500 bp.
4.3.2 Verifizierung der Gene aus dem Differential Display
Da erfahrungsgema¨ß die Anzahl der falschpositiven Resultate beim Differential Display recht
hoch ist, war es sinnvoll, vor der Sequenzierung die Expressionsunterschiede fu¨r die 19 Kandi-
datengene mit Hilfe einer anderen Methode zu u¨berpru¨fen.
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Abbildung 4.23: Auszug aus einem Differential Display Gelphoto. Die jeweils linken beiden Ban-
den bestehen aus cDNA der HT-22 N Zellen, die rechten Banden aus cDNA der Glu-Res Zellen. Eine
Bande, die fu¨r die weitere Analyse verwendet wurde, ist rechts isoliert dargestellt.
Die ¨Uberpru¨fung der DD-Ergebnisse erfolgte zuna¨chst mittels Slot Blot Technik. Bei dieser
Technik werden gleiche Mengen RNA aus den zu vergleichenden Zellen auf kleine Fla¨chen
einer Membran aufgebracht. Diese RNA wird mit aufgereinigter, markierter cDNA aus einer
der 19 ausgeschnittenen Banden hybridisiert. Die anschließende Hybridisierung mit einer Sonde
fu¨r das Haushaltsgen GAPDH dient der Ladekontrolle fu¨r die geblottete RNA. Mit Hilfe dieser
Methode konnte der Expressionsunterschied fu¨r 6 der 19 DD-Genkandidaten verifiziert werden
(fu¨r Beispiele siehe Abbildungen 4.24 und 4.25). Die Gene von 4 dieser besta¨tigten cDNAs
waren in den Glu-Res Zellen schwa¨cher exprimiert als in den HT-22 N Zellen, fu¨r 2 Gene war
das Verha¨ltnis umgekehrt.
Bei den anschließenden Sequenzierungen stellte sich heraus, dass es sich bei zwei der Sequen-
zen mit hoher Wahrscheinlichkeit um unterschiedliche Abschnitte desselben Gens handelt. Es
handelt sich dabei um die
”
Mus musculus adult male cerebellum cDNA, RIKEN (AK005204)“
(AMC), das den Ergebnissen des DDs und des Slot Blots zufolge in den Glu-Res Neuronen
schwa¨cher exprimiert ist als in den HT-22 N Neuronen. In Abbildung 4.26 ist die Sequenz
dieser cDNA aufgefu¨hrt.

































Abbildung 4.24: Verifizierung des im DD gefundenen Expressionsunterschieds fu¨r das AMC-Gen
mit Hilfe der Slot Blot Technik. Oben ist jeweils die RNA aus HT-22 N Neuronen, unten RNA aus Glu-
Res Neuronen auf die Membran aufgebracht. A: Ergebnis der Hybridisierung mit der cDNA-Sonde fu¨r
das AMC-Gen B: Ergebnis der Hybridisierung derselben Membran wie in A mit einer GAPDH-Sonde




























Abbildung 4.25: Verifizierung des im DD gefundenen Expressionsunterschieds fu¨r das Proteasom-
Gen mit Hilfe der Slot Blot Technik. Oben ist jeweils die RNA aus HT-22 N Neuronen, unten RNA
aus Glu-Res Neuronen auf die Membran aufgebracht. A: Ergebnis der Hybridisierung mit der cDNA-
Sonde fu¨r das Proteasom-Gen B: Ergebnis der Hybridisierung derselben Membran wie in A mit einer
GAPDH-Sonde
Eine der im DD gefundenen cDNA-Sequenzen war zu 97% mit dem AMC-Sequenzabschnitt
von Base 761 bis Base 1058 identitisch, die andere cDNA entsprach zu 98% den Basen 1467 bis
1562 der AMC-cDNA. Die Unterschiede zwischen den gefundenen Sequenzen und den in den
Datenbanken gespeicherten Sequenzen ko¨nnten entweder auf Fehler bei der Sequenzanalyse
zuru¨ckzufu¨hren sein oder auf ein mit dem AMC verwandtes, bislang in den Datenbanken jedoch
nicht gespeichertes Gen hindeuten.
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Mus musculus Adult Male cerebellum cDNA, RIKEN
   1 gagagaggag cagcgggctt gtcgttggtg gcggtggcgg tggccgccat ggatcgcgat 
  61 gaggaacctc tgtccgcgag gccggcgctg gagaccgaga gcctgcgatt cctgcacgtg 
 121 acagtgggct ccctgctggc cagctatggc tggtacatcc tcttcagctg catcctactc 
 181 tacattgtca tccagaggct ctcccttcga ctgagggctt tgaggcagag acagctggac
 241 caagccgaga ctgttctgga acctgatgtt gttgttaagc ggcaagaggc tttagcagct
 301 gctcgtttga gaatgcagga agatctaaat gcccaagttg aaaaacataa ggaaaaacta
 361 agacagcttg aagaagagaa aagaagacag aagattgaaa tgtgggacag catgcaagaa
 421 ggcagaagtt acaaaagaaa ttcaggaagg cctcaggaag aagatggtcc tggaccttct
 481 acttcatctg tcatccccaa aggaaaatct gacaaaaagc ctttgcgagg aggtggttat
 541 aaccctctga cgggtgaagg gggtggaacc tgctcctgga gacctggacg caggggccca
 601 tcatctggcg gctgaaacta agactcttgt tagtgtcgct ctgacattag caaggtgaac
 661 ctttaaccct caactcaatt gccttacgca cactttcaca gtgactggcc aaggagaggt
 721 ggggcttttc tctgttctaa actacttgta ctttaagggc tttggtcagc atgagatata
 781 gacattgcca ttaggccaca ctctagacaa gacagccatg gcttttatgg ctgctggcta
 841 gttggtaggt tgaaggcttc ttgctgttta gcagacttca taaagaaggc ccagtgatga
 901 tactttgggg tagaagtcct tgctggcagg atggtctctg tgacgggatg cgttgaatga
 961 tgtcttcctt ataaatggtg aacccaccag tgaggattac tgatgttcac agttgacggg
1021 gtttgcttct gtatatttat tttatgtaca gaactttg
Abbildung 4.26: Datenbank-Sequenz der AMC-cDNA. Das Startcodon ist durch Fettdruck hervor-
gehoben.
Fu¨r eine cDNA konnte keine ¨Ubereinstimmung mit in den Sequenzdatenbanken gespeicherten
Genen gefunden werden. Die Sequenz dieser cDNA lautet:
CTGTAACTGCTGTGCTCATGAGTTTGTATCTCCAAAATTACAGCCACAGTCTTTCTACT
GAAAGACGGAGGGCATTTTTGTGCATTTCCTGTAGAGTGGTAAGGCTCTGGTTTTCATG
Die weiteren cDNAs wiesen starke Sequenz-Homologien mit folgenden Genen auf:
• Mus musculus, proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase 3 (BC005783)
(100% ¨Ubereinstimmung mit Basen 1202 bis 1518)
• Mus musculus proliferin 2 (Plf2), mRNA (NM 011118.1)
(100% ¨Ubereinstimmung mit Basen 696 bis 824)
• Mus musculus adult male lung cDNA, RIKEN (AK004725)
(99% ¨Ubereinstimmung mit Basen 2701 bis 2823)
Die unterschiedliche Expression des AMC-Gens und des Proteasom-Gens (Sequenz s. Abbil-
dung 4.27) in den Glu-Res und HT-22 N Zellen wurde mit Hilfe von Northern Blots ein weite-
res Mal verifiziert. Der Vorteil der Northern Blots gegenu¨ber den Slot Blots besteht darin, dass
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unspezifische Bindungen der Sonde an die RNA anhand des Bandenmusters auf dem Mem-
branphoto zu erkennen sind. Fu¨r einen Northern Blot wird die RNA vor der ¨Ubertragung auf
eine Membran zuna¨chst in einem Gel aufgetrennt. Bindet die Sonde spezifisch an eine RNA, so
sollte auf dem Photo nur eine Bande zu sehen sein. Bindet die Sonde unspezifisch an mehrere
RNA-Sequenzen, so sind auch auf dem Photo Schwa¨rzungen an unterschiedlichen Stellen auf
der Membran zu erkennen.
   Mus musculus, Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase 3, clone MGC:12017      
          1 cggacgcgtg ggcgcgtcag gaatcgcggg tgaagttctc cacgggtgga gagaagacgt
       61 tgagaaaggc tgcgctgggc tccctcaggg gctcgtgcgc actcccagtt tcggcctctt
      121 catgcaggaa atgaatctgc tgccgacgcc cgagagtcca gtgactcggc aggagaagat
      181 ggcgaccgtg tgggatgaag ctgagcaaga tggcattggg gaggaggtgc tcaagatgtc
      241 cacggaagag attgtccagc gcacacggct gttagacagc gagatcaaga tcatgaagag
      301 tgaagtattg cgagtcaccc atgaactcca agccatgaaa gacaaaatca aagagaacag
      361 tgagaaaatc aaagtgaaca aaaccctgcc gtaccttgtc tccaatgtca tcgagttgct
      421 ggacgttgac cccaatgacc aggaggagga tggtgccaac attgacctgg actctcagag
      481 gaagggcaag tgtgcggtga tcaaaacttc tacccgacag acatacttcc tgccagtgat
      541 tgggttggtg gatgcagaaa agctgaagcc aggagacctg gtgggtgtga acaaagactc
      601 ctatctgatc ctggagaccc tgcccactga atatgactct cgggtgaagg ccatggaggt
      661 ggacgagcgg cccacggagc aatacagtga catcgggggc ctggacaagc agatccagga
      721 gctggtggaa gccattgtct tgcctatgaa ccacaaagag aagtttgaga acttgggtat
      781 ccagccccca aaaggagtgc tgatgtatgg gccgcctgga acagggaaga ctctgcttgc
      841 ccgagcctgt gctgctcaga ccaaggccac cttcttgaag ctggcaggcc ctcagctggt
      901 acagatgttt attggagatg gcgccaagct ggtccgtgat gcttttgccc tggccaagga
      961 gaaggcacca tctattattt tcatagacga attggatgcc attggtacca aacgcttcga
     1021 cagtgaaaag gcaggagacc gagaggtgca gaggaccatg ctggagctac tgaaccagct
     1081 ggacggcttt cagcccaaca ctcaagtgaa ggtaattgca gccactaaca gggtggacat
     1141 cctggatcca gccctgctgc gctcaggccg cctagaccgc aagattgagt ttccaatgcc
     1201 caacgaggag gccagagcca gaatcatgca gatccactca cggaagatga atgtcagtcc
     1261 tgatgtgaac tatgaagagc tggctcggtg cactgatgac ttcaatggag cccagtgcaa
     1321 ggccgtgtgt gtggaggcgg gtatgatcgc attgcgcagg ggagccacgg aactcactca
     1381 tgaggactac atggagggca tcctggaggt tcaggccaag aagaaagcca acctacaata
     1441 ctatgcctag gggacacctc tagtctgtcc gctggtctga gggctaaagt tgataataaa
     1501 aggtgttttc tgttcttcaa aaaaaaaaaa aaaa
Abbildung 4.27: Datenbank-Sequenz der Proteasom-cDNA. Das Startcodon ist durch Fettdruck
hervorgehoben.
Wie in den Abbildungen 4.28 und 4.29 zu sehen ist, ergab die Northern Blot Hybridisierung
mit AMC- und Proteasom-cDNA Sonden jeweils eine spezifische Bande, die die schwa¨chere
Expression der Gene in den Glu-Res Neuronen besta¨tigt.
Nachdem nun gezeigt war, dass die Expression des AMC- und des Proteasom-Gens in den Glu-
Res Neuronen schwa¨cher ist als in den HT-22 N Neuronen, sollte die Expression dieser Gene
auch in vivo untersucht werden. Hierzu wurden In-situ-Hybridisierungen an Gehirnschnitten
von Ma¨usen durchgefu¨hrt.
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HT-22 N Glu-Res
Abbildung 4.28: Verifizierung der unterschiedlichen Expression des AMC-Gens mit Hilfe der Nor-
thern Blot-Methode.
HT-22 N Glu-Res
Abbildung 4.29: Verifizierung der unterschiedlichen Expression des Proteasom-Gens mit Hilfe der
Northern Blot-Methode.
Die Expression des AMC-Gens erwies sich als generell schwach, wa¨hrend fu¨r das Proteasom-
Gen in allen Gehirnarealen deutliche Signale sichtbar waren. Die sta¨rkste Expression beider
Gene wurde im Hippokampus beobachtet (s. Abbildung 4.30). Die Ergebnisse der In-situ-
Hybridisierung lassen vermuten, dass die Gene dort sowohl in Interneuronen als auch in Py-
ramidenzellen exprimiert werden. Der Hippokampus ist eine Struktur, die besonders sensibel
fu¨r Morbus Alzheimer-assoziierten oxidativen Nervenzelltod ist . Dies ko¨nnte ein Hinweis dafu¨r
sein, dass AMC-Genprodukt und 26S Proteasom tatsa¨chlich Einfluss auf die Resistenz der Neu-
rone gegen oxidativen Stress nehmen. Neurone, bei denen eine erho¨hte Sensitivita¨t fu¨r oxida-
tiven Stress festgestellt werden kann, zeigen eine versta¨rkte Expression dieser Gene, wa¨hrend
die Expression bei resistenten Neuronen schwa¨cher ist.













Abbildung 4.30: Ergebnisse der In situ-Hybridisierung. In A und C sind Hellfeldaufnahmen des
Hippokampus dargestellt. Die Zellkerne sind mit Toluidinblau gefa¨rbt. In B und D sind die gleichen
Bildausschnitte wie in A und C als Dunkelfeldaufnahmen gezeigt. Helle Punkte entsprechen Hybridi-
sierungssignalen fu¨r das Proteasom-Gen (B) bzw. das AMC-Gen (D). Die Gene sind sowohl in Inter-
neuronen als auch in Pyramidenzellen exprimiert. Die Balken in A-D entsprechen 150 µm. Die CA1-
und die CA3-Region sowie der Gyrus dentatus (DG) sind zur Orientierung in den Bildern beschriftet.
Die Hybridisierung mit Kontrollsonden ergab kein Hybridisierungssignal. Die Ansicht im Dunkelfeld
war komplett schwarz (Bilder nicht gezeigt).
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4.3.3 Chip-Hybridisierung
Bei einer Chip-Hybridisierung kann die Expression von mehreren tausend Genen in zwei Zell-
populationen gleichzeitig verglichen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Glas-Chips ver-
wendet, die Sequenzen von u¨ber 17000 verschiedenen Mausgenen aus den Genbanken MMSV
(Mus musculus sequence verified) und BMAP (Brain Molecular Anatomy Project) enthielten.
Die Chips wurden mit markierter cDNA aus HT-22 N bzw. Glu-Res Neuronen hybridisiert. Zur
Auswertung wurden die Microarray-Daten nach einem regressionsbasierten Verfahren (Yang et
al. 2002) unter Beruecksichtigung der Pin-Gruppen normalisiert und arrayweise standardisiert.
Globale Expressionsunterschiede zwischen Microarray-Hybridisierungen wurden nach dem fu-
er Microarraydaten modifizierten Rank Order PCA-Verfahren ermittelt (Landgrebe et al. 2002).
Differentiell exprimierte Gene wurden mit dem Pitman-Permuationstest (Pitman 1937) erfasst,
wobei nur Gene ausgewaehlt wurden, die mindestens um den Faktor 4 reguliert waren. Tabelle
4.1 zeigt die Gene, fu¨r die die Auswertung des Chip-Experiments einen signifikanten Expres-
sionsunterschied ergab.
Tabelle 4.1: Chip-Liste
Genbank- Genname Regulierungsrichtung Differenz Signifikanz
Identifizierung fu¨r Glu-Res
AI837881 RIKEN cDNA 2010012N15 gene ↓ 5,38 41,52
AI429516 small inducible cytokine A19 ↓ 5,22 37,28
AI413682 Mus musculus common-site
lymphoma/leukemia GEF (Clg) mRNA,
complete cds
↓ 3,94 15,30
AI451582 RIKEN cDNA 0710008D09 gene ↓ 3,90 14,89
AI840311 EST ↑ 3,71 13,05
AI425960 expressed sequence AV019094 ↓ 3,22 9,31
AI850094 gelsolin 9 ↑ 3,20 9,20
AI414907 RIKEN cDNA 2610528K11 gene ↓ 3,17 9,00
AI849101 death-associated kinase 2 ↑ 3,10 8,56
AI413568 complexin 1 ↓ 3,05 8,31
AI429294 Mus musculus, clone IMAGE:4924122,
mRNA
↑ 2,98 7,87
AI838267 myosin, heavy polypeptide 3, skeletal
muscle, embryonic
↓ 2,95 7,71
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
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Fortsetzung von Tabelle 4.1
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AI447728 RIKEN cDNA 3021401A05 gene ↓ 2,85 7,20
AI323449 EST ↓ 2,81 6,99
AI846508 ESTs ↓ 2,79 6,93
AI413898 Mus musculus, clone MGC:27690
IMAGE:4921222, mRNA, complete cds
↓ 2,73 6,63
AI325912 RIKEN cDNA 5830400A04 gene ↓ 2,73 6,63
AI835246 EST ↓ 2,72 6,58
AI836898 NA ↑ 2,66 6,30
AI843729 ESTs ↑ 2,64 6,25
AI427874 RIKEN cDNA 4930548H24 gene ↑ 2,64 6,25
AI429298 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C,
member 2
↑ 2,64 6,24
AI413853 DNA segment, Chr 11, ERATO Doi 759,
expressed
↑ 2,64 6,24
AI450989 NA ↑ 2,60 6,07
AI849150 RIKEN cDNA 0610011D08 gene ↑ 2,59 6,00
AI838971 signal recognition particle 14 kDa
(homologous Alu RNA binding protein)
↓ 2.58 6.00
AI845460 ESTs ↑ 2,57 5,92
AI326263 calsequestrin 1 ↓ 2,52 5,75
AI429299 3-oxoacid CoA transferase ↑ 2,52 5,72
AI841066 expressed sequence AU040105 ↑ 2,52 5,72
AI325518 glutathione reductase 1 ↓ 2,51 5,70
AI851566 NA ↓ 2,49 5,63
AI414725 ESTs, Moderately similar to S12207
hypothetical protein [M.musculus]
↑ 2,46 5,49
AI836456 RIKEN cDNA 2810028A01 gene ↓ 2,45 5,48
AI841677 RIKEN cDNA 5730576P14 gene ↓ 2,44 5,44
AI836623 expressed sequence AA408566 ↓ 2,44 5,43
AI413908 EST ↓ 2,44 5,42
AI848328 deoxycytidine kinase ↓ 2,44 5,42
AI415470 ESTs ↓ 2,44 5,41
AI414982 expressed sequence R75174 ↓ 2,42 5,35
AI428312 ESTs ↑ 2,40 5,28
AI413900 EST ↓ 2,40 5,28
AI839117 EST ↓ 2,39 5,24
AI451119 ESTs ↓ 2,38 5,19
AI426520 expressed sequence AI844814 ↑ 2,37 5,18
AI850416 RIKEN cDNA 2310034L04 gene ↑ 2,37 5,17
AI413354 COP9 (constitutive photomorphogenic)
homolog, subunit 7b (Arabidopsis
thaliana)
↓ 2,33 5,02
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AI448380 ESTs ↓ 2,32 4,99
AI835972 EST ↑ 2,31 4,97





AI450707 ESTs ↓ 2,30 4,93
AI839703 expressed sequence AI666798 ↓ 2,30 4,92
AI835111 eukaryotic translation initiation factor 4A1 ↓ 2,28 4,85
AI846983 microtubule-associated protein 1 B ↓ 2,28 4,85
AI852681 ESTs ↓ 2,28 4,84
AI839936 ring finger protein 13 ↓ 2,27 4,83
AI447818 RIKEN cDNA 3110004L20 gene ↑ 2,25 4,75
AI852977 EST ↑ 2,25 4,75
AI835616 RNA binding motif protein ↓ 2,24 4,74
AI844544 ESTs ↓ 2,24 4,73
AI415268 ESTs ↓ 2,24 4,72
AI413691 RIKEN cDNA 2010107K23 gene ↓ 2,23 4,68
AI666329 expressed sequence AW240694 ↓ 2,22 4,67
AI843048 associated molecule with the SH3 domain
of STAM
↑ 2,22 4,65
AI854839 expressed sequence AI173274 ↑ 2,21 4,62
AI854602 expressed sequence AI854602 ↑ 2,21 4,61
AI449683 ESTs, Weakly similar to R10F2.5.p
[Caenorhabditis elegans] [C.elegans]
↓ 2,20 4,59
AI843361 EST ↓ 2,19 4,56
AI848749 RAS p21 protein activator 3 ↓ 2,18 4,53
AI843959 EST ↓ 2,17 4,49
AI451583 EST ↓ 2,17 4,49
AI413899 expressed sequence AU022695 ↓ 2,16 4,47
AI326172 eukaryotic translation initiation factor 3,
subunit 7 (zeta, 66/67 kDa)
↑ 2,15 4,45
AI848748 Mus musculus, Similar to transmembrane
protease, serine 4, clone MGC:29209
IMAGE:5030266, mRNA, complete cds
↓ 2,14 4,40
AI839642 ESTs ↓ 2,13 4,38
AI850237 solute carrier family 21 (organic anion
transporter), member 14
↑ 2,12 4,35
AI451664 ESTs ↓ 2,10 4,30
AI427574 mitsugumin 29 ↑ 2,09 4,27
AI415052 expressed sequence AI447437 ↑ 2,09 4,27
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AI838577 expressed sequence AV028413 ↑ 2,08 4,22
AI848272 ESTs ↓ 2,07 4,19
AI327152 expressed sequence AA408278 ↑ 2.06 4,17
AI427044 SEC61, alpha subunit 2 (S. cerevisiae) ↓ 2,06 4,16




AI841881 RIKEN cDNA 4432404A22 gene ↑ 2,05 4,14
AI844975 coagulation factor II (thrombin)
receptor-like 2
↑ 2,04 4,13
AI413862 Mus musculus, Similar to hypothetical
protein FLJ12505, clone MGC:38004
IMAGE:5149750, mRNA, complete cds
↓ 2,04 4,11
AI844532 chromobox homolog 3 (Drosophila HP1
gamma)
↑ 2,02 4,05
AI413915 keratin complex 1, acidic, gene 4 ↓ 2,01 4,03
AI843289 ESTs ↑ 2,00 4,01
AI662389 RIKEN cDNA 4933439C10 gene ↓ 2,00 4,01
AI413603 ESTs ↓ 2,00 4,00
AI849111 expressed sequence C79125 ↓ 1,99 3,97
AI843994 expressed sequence AI893889 ↓ 1,99 3,97
AI851394 RIKEN cDNA 1300002C13 gene ↑ 1,99 3,96
AI413856 RIKEN cDNA 4631426J05 gene ↑ 1,99 3,96
AI450704 expressed sequence AI461788 ↑ 1,98 3,95
AI449520 ESTs ↓ 1,98 3,95
AI448386 RIKEN cDNA 6330408J20 gene ↓ 1,98 3,95
AI450802 EST ↓ 1,97 3,93
AI847839 EST ↑ 1,96 3,88
AI853180 ESTs ↓ 1,95 3,87
AI848848 RIKEN cDNA C920006C10 gene ↑ 1,95 3,87
AI838871 synaptosomal-associated protein, 25 kDa ↑ 1,95 3,85
AI415044 ESTs ↓ 1,94 3,84
AI449041 RIKEN cDNA 2310007F21 gene ↓ 1,94 3,84
AI324141 kinesin light chain 1 ↓ 1,94 3,84
AI841577 heat shock protein, 74 kDa, A ↑ 1,94 3,83
AI835277 EST ↓ 1,92 3,80
AI851706 mitogen activated protein kinase kinase
kinase 12
↑ 1,92 3,79
AI842716 testis lipid binding protein ↑ 1,92 3,79
AI841875 ESTs ↑ 1,91 3,77
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AI850024 ESTs ↓ 1,90 3,73
AI425946 NA ↓ 1,90 3,73
AI848215 transforming, acidic coiled-coil containing
protein 3
↓ 1,89 3,71
AI838301 ESTs ↑ 1,89 3,70
AI429725 ESTs ↓ 1,88 3,69
AI449750 ESTs ↑ 1,88 3,69
AI839271 RIKEN cDNA 0610007A03 gene ↓ 1,87 3,65
AI849556 serine protease inhibitor, Kazal type 4 ↓ 1,86 3,63
AI842822 ESTs ↑ 1,86 3,62
AI844116 ESTs ↑ 1,85 3,61
AI843512 ESTs, Moderately similar to 2109260A B
cell growth factor [H.sapiens]
↓ 1,84 3,57
AI841895 RIKEN cDNA 9130422I10 gene ↑ 1,83 3,57
AI450829 expressed sequence BB118941 ↑ 1,83 3,56
AI840534 expressed sequence AU042952 ↓ 1,83 3,55
AI849074 ESTs ↑ 1,82 3,53
AI846146 Werner syndrome homolog (human) ↑ 1,81 3,52
AI853254 RIKEN cDNA 5530401C11 gene ↓ 1,81 3,50
AI450163 RIKEN cDNA 1190004A11 gene ↓ 1,80 3,49
AI841536 NA ↓ 1,80 3,49
AI661106 ESTs ↓ 1,80 3,49
AI839729 bromodomain-containing 2 ↓ 1,80 3,48
AI836065 ESTs ↓ 1,79 3,47
AI854481 ESTs ↑ 1,79 3,46
AI839395 RIKEN cDNA 1500035H01 gene ↑ 1,78 3,44
AI841326 adaptor protein complex AP-1, gamma 1
subunit
↓ 1,78 3,43
AI843282 ESTs ↑ 1,77 3,40
AI842432 ESTs, Highly similar to A56136 jagged
protein precursor - rat [R.norvegicus]
↓ 1,76 3,40
AI854120 RIKEN cDNA 1110020G17 gene ↓ 1,76 3,39
AI848966 actin-related protein 8 homolog (S.
cerevisiae)
↓ 1,75 3,36
AI842856 ESTs ↑ 1,75 3,36
AI841869 expressed sequence AI836081 ↑ 1,74 3,35
AI464383 ESTs, Moderately similar to hypothetical
protein FLJ21062 [Homo sapiens]
[H.sapiens]
↓ 1,74 3,35
Fortsetzung auf der na¨chsten Seite
KAPITEL 4. ERGEBNISSE 77
Fortsetzung von Tabelle 4.1
Genbank- Genname Regulierungsrichtung Differenz Signifikanz
Identifizierung fu¨r Glu-Res
AI464479 carbohydrate sulfotransferase 2 ↓ 1,74 3,34
AI450148 NA ↓ 1,74 3,33
AI850823 ESTs ↑ 1,73 3,32
AI845153 ESTs ↑ 1,73 3,31
AI452234 NA ↑ 1,73 3,31
AI848968 RIKEN cDNA 1700124P09 gene ↑ 1,72 3,30
AI845024 RIKEN cDNA C920006C10 gene ↑ 1,72 3,29
AI839852 EST ↓ 1,72 3,29
AI836718 expressed sequence AI838772 ↓ 1,71 3,27
AI840657 RIKEN cDNA 2810007J24 gene ↑ 1,70 3,25
AI840922 phosphatidylserine synthase 2 ↑ 1,70 3,25
AI851888 expressed sequence AI848451 ↓ 1,70 3,25
AI844606 ESTs ↑ 1,69 3,23
AI851102 myosin binding protein C, cardiac ↑ 1,69 3,23
AI835279 EST ↓ 1,69 3,22
AI846798 follistatin-like 3 ↓ 1,68 3,20
AI848811 ESTs ↑ 1,67 3,19
AI836165 EST ↑ 1,67 3,19
AI846656 ESTs ↑ 1,67 3,19
AI847627 RIKEN cDNA 2810428C21 gene ↑ 1,67 3,19
AI849954 EST ↓ 1,66 3,17
AI430908 calpain, small subunit 1 ↑ 1,66 3,15
AI847830 expressed sequence AU023707 ↓ 1,65 3,15
AI843490 expressed sequence AI841723 ↓ 1,65 3,14
AI449433 trichorhinophalangeal syndrome I
(human)
↑ 1,65 3,14
AI841368 EST ↑ 1,65 3,14
AI840013 casein kinase II, alpha 2, polypeptide ↑ 1,65 3,14
AI661088 expressed sequence AI661024 ↓ 1,65 3,14
AI836136 DNA segment, Chr 5, ERATO Doi 260,
expressed
↑ 1,65 3,13
AI854752 radixin ↓ 1,64 3,11
AI849442 expressed sequence AI848246 ↓ 1,63 3,11
AI852581 expressed sequence AA408257 ↓ 1,63 3,09
AI427461 ESTs ↓ 1,62 3,07
AI846493 ESTs ↓ 1,62 3,07
AI839968 NA ↓ 1,62 3,07
AI835353 vaccinia related kinase 1 ↓ 1,61 3,06
AI325957 ESTs, Weakly similar to A55817
cyclin-dependent kinase p130-PITSLRE -
mouse [M.musculus]
↑ 1,61 3,06
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AI839339 ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3 ↑ 1,60 3,03
AI834894 oxysterol binding protein-like 1A ↑ 1,59 3,02
AI852457 DNA segment, Chr 19, ERATO Doi 744,
expressed
↑ 1,59 3,02
AI465281 NA ↑ 1,59 3,01
AI451136 ESTs ↓ 1,59 3,00
AI847817 tight junction protein 1 ↓ 1,58 2,98
AI838669 proteasome (prosome, macropain) 26S
subunit, non-ATPase, 12
↑ 1,58 2,98








AI854455 EST ↓ 1,56 2,95




AI848040 NA ↓ 1,55 2,93
AI452034 ESTs ↓ 1,55 2,93
AI848893 DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box
polypeptide 10 (RNA helicase)
↑ 1,55 2,92
AI839512 translocator of inner mitochondrial
membrane 17 kDa, a
↓ 1,54 2,91
AI840673 RAS protein-specific guanine
nucleotide-releasing factor 1
↓ 1,54 2,90
AI846474 EST ↑ 1,53 2,89
AI853973 expressed sequence AI853688 ↓ 1,53 2,89
AI324118 RIKEN cDNA 2310047B08 gene ↓ 1,53 2,89
AI839119 EST AI465370 ↓ 1,53 2,88
AI447874 NA ↑ 1,53 2,88
AI448307 ESTs ↓ 1,52 2,88
AI450028 RIKEN cDNA 1810030N24 gene ↓ 1,52 2,87
AI324030 expressed sequence AU067654 ↑ 1,52 2,86
AI854486 expressed sequence AL024003 ↑ 1,51 2,85
AI848469 expressed sequence AI846872 ↓ 1,51 2,85
AI666732 expressed sequence AI604847 ↑ 1,51 2,85
AI413814 NA ↓ 1,51 2,84
AI851255 hypothetical protein MGC7474 ↓ 1,50 2,83
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AI846764 biglycan ↑ 1,50 2,82





AI451085 EST ↓ 1,49 2,81
AI838991 ATP-binding cassette, sub-family D
(ALD), member 3
↓ 1,49 2,81
AI850636 NA ↑ 1,48 2,79
AI848257 p53 regulated PA26 nuclear protein ↑ 1,48 2,79
AI852654 RIKEN cDNA 1200015E15 gene ↓ 1,48 2,78
AI854457 ESTs ↓ 1,47 2,78
AI836048 RIKEN cDNA 2410127E16 gene ↑ 1,47 2,77
AI413687 expressed sequence AI854825 ↓ 1,47 2,77
AI854103 2,4-dienoyl CoA reductase 1,
mitochondrial
↓ 1,47 2,76
AI848253 RIKEN cDNA 2310032M22 gene ↓ 1,47 2,76
AI852524 Mus musculus, Similar to nuclear receptor
binding protein, clone MGC:6961
IMAGE:3154089, mRNA, complete cds
↑ 1,46 2,76
AI451234 RAD51 homolog (S. cerevisiae) ↓ 1,46 2,76
AI449385 NA ↓ 1,46 2,75
AI843671 expressed sequence AW552393 ↓ 1,45 2,72
AI465447 RIKEN cDNA 2610307O08 gene ↓ 1,44 2,72
AI843816 exostoses (multiple) 1 ↑ 1,43 2,70
AI841009 EST ↑ 1,43 2,70
AI426974 transcriptional regulator, SIN3A (yeast) ↓ 1,43 2,70
AI843793 centromere autoantigen B ↓ 1,43 2,70
AI844455 ESTs ↑ 1,43 2,69
AI853630 RIKEN cDNA 1110005E01 gene ↑ 1,42 2,68
AI451483 ESTs ↑ 1,42 2,68
AI842993 EST ↓ 1,41 2,66
AI452326 calbindin-28K ↓ 1,40 2,64
AI854005 RIKEN cDNA 3732410E19 gene ↑ 1,40 2,64
AI429553 RIKEN cDNA 2610042F04 gene ↑ 1,40 2,63
AI429607 Mus musculus, clone MGC:7865
IMAGE:3501511, mRNA, complete cds
↑ 1,39 2,63
AI849214 transforming growth factor, beta 3 ↓ 1,39 2,62
AI662090 solute carrier family 27 (fatty acid
transporter), member 5
↑ 1,39 2,62
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AI846424 ESTs ↑ 1,39 2,62
AI447493 RIKEN cDNA 2610034F18 gene ↓ 1,39 2,62
AI325927 ESTs ↑ 1,39 2,61
AI854445 G protein beta subunit-like ↑ 1,38 2,61
AI854883 ESTs ↑ 1,38 2,61
AI854514 ESTs, Weakly similar to A55929 zinc
finger protein nocA - fruit fly
[D.melanogaster]
↓ 1,38 2,61
AI841835 matrilin 2 ↓ 1,38 2,61
AI852551 expressed sequence AI835008 ↑ 1,38 2,59
AI854151 ESTs ↓ 1,37 2,59
AI853320 expressed sequence AI429796 ↑ 1,37 2,58
AI427996 Sel1 (suppressor of lin-12) 1 homolog (C.
elegans)
↑ 1,36 2,57
AI839784 ESTs ↑ 1,36 2,57




AI851286 ESTs, Weakly similar to S12207
hypothetical protein [M.musculus]
↓ 1,36 2,57
AI327112 isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+),
soluble
↑ 1,36 2,57
AI326157 EST ↓ 1,36 2,56
AI845994 DNA segment, Chr 10, ERATO Doi 214,
expressed
↓ 1,35 2,56
AI851869 RIKEN cDNA 2810451E09 gene ↓ 1,35 2,55
AI426169 ESTs ↓ 1,34 2,54




AI842358 potassium voltage-gated channel,
shaker-related subfamily, beta member 2
↑ 1,34 2,53




AI415625 expressed sequence AU016588 ↓ 1,33 2,52
AI839184 expressed sequence AA960392 ↑ 1,32 2,50
AI837410 RIKEN cDNA 2310010I22 gene ↓ 1,32 2,50
AI848071 RIKEN cDNA 1200009O22 gene ↓ 1,32 2,50
AI324948 secretory leukocyte protease inhibitor ↑ 1,32 2,50
AI851485 spinocerebellar ataxia 10 homolog
(human)
↑ 1,32 2,49
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AI448647 expressed sequence AL024349 ↓ 1,32 2,49
AI414192 RIKEN cDNA 6330415M09 gene ↑ 1,31 2,49
AI836154 expressed sequence AA589396 ↑ 1,31 2,48





AI426258 EST ↓ 1,30 2,47
AI850803 EST ↑ 1,30 2,46
AI854843 ESTs ↑ 1,30 2,46
AI836962 ESTs ↓ 1,30 2,46
AI848307 guanine nucleotide releasing protein x ↑ 1,28 2,44
AI849823 aldehyde dehydrogenase 9, subfamily A1 ↓ 1,28 2,43
AI841751 expressed sequence BB163080 ↑ 1,28 2,43
AI450224 ESTs ↑ 1,27 2,42
AI413229 ESTs ↓ 1,27 2,40
AI852181 integrin beta 4 ↑ 1,26 2,39
AI848755 EST, Weakly similar to LEG6 MOUSE
GALECTIN-6 [M.musculus]
↓ 1,26 2,39
AI842115 DNA segment, Chr 19, Brigham and
Women’s Genetics 1357 expressed
↓ 1,26 2,39
AI852319 platelet derived growth factor receptor,
alpha polypeptide
↓ 1,25 2,39
AI894196 RIKEN cDNA 5330437A18 gene ↓ 1,25 2,38
AI840046 procollagen, type XVI, alpha 1 ↑ 1,25 2,38
AI426670 ESTs ↓ 1,25 2,37
AI451949 RIKEN cDNA 2410012F02 gene ↓ 1,24 2,37
AI426929 expressed sequence C87158 ↓ 1,24 2,36
AI449489 EST ↓ 1,23 2,35
AI838823 expressed sequence AI848729 ↓ 1,23 2,35
AI839005 expressed sequence AA407828 ↓ 1,22 2,33
AI850126 RIKEN cDNA 4921506J03 gene ↓ 1,21 2,31
AI449368 RIKEN cDNA 4921506J03 gene ↓ 1,20 2,30
AI851866 glutathione S-transferase, pi 2 ↓ 1,20 2,29
AI842812 NA ↑ 1,20 2,29
AI848728 H1 histone family, member 0 ↑ 1,20 2,29
AI413637 RIKEN cDNA 1300019C06 gene ↓ 1,19 2,28
AI849416 RIKEN cDNA 1110018I21 gene ↓ 1,18 2,26
AI426025 ESTs ↑ 1,17 2,25
AI850802 zinc finger protein 95 ↑ 1,16 2,24
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AI451458 ESTs ↓ 1,16 2,24
AI846651 ectodysplasin-A ↑ 1,16 2,23
AI464514 ESTs ↑ 1,14 2,21
AI846112 EST ↑ 1,14 2,21
AI852566 ESTs ↓ 1,14 2,20
AI847870 caspase 6 ↑ 1,13 2,19
AI850019 calcitonin-related polypeptide, beta ↓ 1,12 2,18




AI847244 RIKEN cDNA 2310081H14 gene ↓ 1,11 2,16
AI837458 expressed sequence AI839884 ↑ 1,11 2,16
AI836641 RIKEN cDNA 4930427E19 gene ↓ 1,11 2,16
AI835625 ribosomal protein S6 ↑ 1,11 2,16
AI323885 NA ↓ 1,11 2,15
AI853134 RIKEN cDNA 2610016C12 gene ↑ 1,10 2,15
AI836151 X-linked nuclear protein ↑ 1,09 2,13
AI413123 expressed sequence AI325283 ↑ 1,08 2,11
AI429295 RIKEN cDNA 5031412I06 gene ↓ 1,08 2,11
AI841358 EST ↑ 1,07 2,11
AI847301 ribosomal protein L7a ↓ 1,06 2,09
AI851537 epithelial membrane protein 3 ↑ 1,05 2,07
AI327224 EST ↓ 1,04 2,06
AI847382 EST ↑ 1,04 2,06
AI413688 NA ↓ 1,04 2,05
AI842024 ESTs ↑ 1,03 2,05
AI837833 ESTs ↓ 1,03 2,04
AI849568 Mus musculus, clone MGC:29379
IMAGE:5051685, mRNA, complete cds
↓ 1,02 2,03
AI854862 ESTs, Highly similar to KIAA0453
protein [H.sapiens]
↓ 1,02 2,03
AI415393 expressed sequence C79329 ↑ 1,01 2,01
AI851374 expressed sequence C78376 ↑ 1,00 2,01
AI414825 parathyroid hormone-like peptide ↑ 1,00 2,00
AI449093 EST ↑ 1,00 2,00
Tabelle 4.1 zeigt die Gene, fu¨r die ein Expressionsunterschied zwischen Glu-Res und HT-
22 N im Rahmen der Chip-Hybridisierung festgestellt werden konnte. Dabei steht ↓ fu¨r
eine verminderte, ↑fu¨r eine versta¨rkte Expression des jeweiligen Gens in den Glu-Res im
Vergleich zu HT-22 N Zellen.
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Von den 335 in Tabelle 4.1 aufgefu¨hrten Genen handelte es sich bei 176 um unidentifizierte
Sequenzen (ESTs,
”
expressed sequences“ und NAs), weitere 53 entsprachen RIKEN cDNAs.
147 der aufgefu¨hrten Gene sind in den Glu-Res Neuronen sta¨rker exprimiert als in den HT-22
N Neuronen, 188 schwa¨cher.
4.3.4 Verifizierung der Gene aus der Chip-Hybridisierung
Die Ergebnisse der Chip-Hybridisierung sind ein Anhaltspunkt fu¨r Gene, die in HT-22 N und
Glu-Res Neuronen unterschiedlich exprimiert sein ko¨nnten. Um sicher zu sein, dass tatsa¨chlich
ein Expressionsunterschied besteht, ist es no¨tig, die Ergebnisse mit Hilfe einer anderen Methode
zu verifizieren.
Es wurde eine Stichprobe von sieben Genen aus der Liste ausgewa¨hlt, fu¨r die Primersequen-
zen ermittelt wurden, um eine semiquantitative PCR durchfu¨hren zu ko¨nnen. Die ausgewa¨hlten
Gene waren:
• Death-associated Kinase 2 (Dapk2), welche mit einer Signifikanz von 8,561 in den Glu-
Res Neuronen sta¨rker exprimiert war als in HT-22 N Neuronen.
Dapk2 ist eine von Calmodulin regulierte Proteinkinase, welche im Cytoplasma lokali-
siert ist. Der durch Dapk2 katalysierten Proteinphosphorylierung wird eine Bedeutung
bei der Induktion von Apoptose zugeschrieben.
• Calsequestrin 1 (Casq), welches mit einer Signifikanz von 5,745 in den Glu-Res Neuro-
nen schwa¨cher exprimiert war als in HT-22 N Neuronen.
Casq ist ein Ca2+-bindendes Protein, das im Endoplasmatischen Retikulum und in Mito-
chondrien lokalisiert ist. Bislang wurde seine Funktion hauptsa¨chlich mit Muskelaktionen
in Verbindung gebracht.
• 3-Oxoacid CoA Transferase (Oxct), welche mit einer Signifikanz von 5,718 in den Glu-
Res Neuronen sta¨rker exprimiert war als in HT-22 N Neuronen.
Oxct spielt eine Rolle bei der Energiegeneration und ist in den Sterol-, Fett- und Fettsa¨ure-
Stoffwechsel integriert.
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• Glutathion Reduktase 1 (Gsr), welche mit einer Signifikanz von 5,703 in den Glu-Res
Neuronen schwa¨cher exprimiert war als in HT-22 N Neuronen.
Die Glutathion Reduktase ist ein Elektronentransporter. Eine Modulation ihrer Funktion
wird mit der Stressantwort von Zellen in Verbindung gebracht.
• p53 regulated PA26 nuclear protein (PA26-pending), welches mit einer Signifikanz
von 2,792 in den Glu-Res Neuronen sta¨rker exprimiert war als in HT-22 N Neuronen.
PA26-pending ist ein Mitglied der GADD-Familie, welche durch DNA-Scha¨digung und
Wachstumsstopp induzierbare Proteine entha¨lt. Es wird angenommen, dass PA26-pending
eine Rolle bei der negativen Regulation der Zellproliferation in Folge von DNA-Scha¨di-
gung spielt.
• Transforming Growth Factor, beta 3 (Tgfb3), welcher mit einer Signifikanz von 2,62
in den Glu-Res Neuronen schwa¨cher exprimiert war als in HT-22 N Neuronen.
Tgfb3 geho¨rt zur Familie der Cytokine und u¨bertra¨gt Signale u¨ber transmembrane Serin/
Threonin Kinasen.
• Glutathion S-Transferase, pi 2 (Gstp2), welche mit einer Signifikanz von 2,293 in den
Glu-Res Neuronen schwa¨cher exprimiert war als in HT-22 N Neuronen.
Von der Glutathion-S-Transferase wird angenommen, dass sie eine Rolle bei der Stress-
antwort von Zellen spielt.
Mit Hilfe der semiquantitativen PCR konnte der im Chip-Experiment gefundene Expressions-
unterschied fu¨r Gsr und Oxct besta¨tigt werden (s. Abbildungen 4.31 und 4.32). Fu¨r Gsr konnte
außerdem gezeigt werden, dass die Expression in den H2O2-Res Neuronen ebenfalls schwa¨cher
ist als in den HT-22 N Neuronen. Der Expressionsunterschied war sogar noch sta¨rker als zwi-
schen Glu-Res und HT-22 N Zellen (s. Abbildung 4.31).
Neben der Expression in den drei Modellklonen wurde grundsa¨tzlich auch die Expression in
mit LiCl behandelten HT-22 N Neuronen untersucht, um zu sehen, ob die Inhibition von GSK-
3β einen Einfluss auf den Expressionsunterschied haben ko¨nnte. Dies war jedoch fu¨r keines der
untersuchten Gene der Fall.




























































Abbildung 4.31: A: Gelphoto der Produkte der semiquantitativen PCR mit Primern fu¨r Glutathion
Reduktase 1 (Gsr) (Spur 1-4) und GAPDH (Spur 5-6). Auftragung von links nach rechts: HT-22 N,
Glu-Res, H2O2-Res, HT-22 N + LiCl. Die Markerbanden liegen jeweils in einem Abstand von 100 bp
zueinander. Die sta¨rkste sichtbare Bande hat eine Gro¨ße von 500 bp. Die Annealing-Temperatur fu¨r
die PCR betrug 56,5◦C. Es wurden 27 Zyklen durchgefu¨hrt. B: Im oberen Diagramm sind die Ban-
densta¨rken der Spuren 1-4 graphisch dargestellt, wobei der Wert fu¨r HT-22 N mit 100 % gleichgesetzt


































































Abbildung 4.32: Gelphoto der Produkte der semiquantitativen PCR mit Primern fu¨r 3-Oxoacid CoA
Transferase (Oxct)(A) und GAPDH (B). Auftragung jeweils von links nach rechts: HT-22 N (Spuren 1
und 5), Glu-Res (Spuren 2 und 6), H2O2-Res (Spuren 3 und 7), HT-22 N + LiCl (Spuren 4 und 8). Die
Markerbanden liegen jeweils in einem Abstand von 100 bp zueinander. Die sta¨rkste sichtbare Bande
hat eine Gro¨ße von 500 bp. Die Annealing-Temperatur fu¨r die PCR betrug 55◦C. Es wurden 22 Zyklen
durchgefu¨hrt. C: Im oberen Diagramm sind die Bandensta¨rken der Spuren 1-4 graphisch dargestellt,
wobei der Wert fu¨r HT-22 N mit 100 % gleichgesetzt wurde. Im unteren Diagramm wurde die Ratio
aus den Bandensta¨rken fu¨r Oxct und GAPDH gebildet.
Die Primersequenz fu¨r Tgfb3 war offensichtlich zu unspezifisch, um eine Aussage u¨ber einen
mo¨glichen Expressionsunterschied treffen zu ko¨nnen. Im Gel waren viele Banden sichtbar, die
zu eng aneinander lagen, um sie anhand ihrer Gro¨ße mit Sicherheit unterscheiden zu ko¨nnen.
Fu¨r die u¨brigen vier Gene konnte der mit Hilfe der Chip-Hybridisierung festgestellte Expres-
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sionsunterschied nicht besta¨tigt werden. Dies ko¨nnte jedoch in der begrenzten Sensitivita¨t der
semiquantitativen PCR begru¨ndet sein. Um einen Expressionsunterschied mit ho¨herer Sicher-
heit ausschließen zu ko¨nnen, wa¨re es sinnvoll, die Expressionssta¨rke mit Hilfe einer weiteren
Methode, z.B. einer
”
Real-Time PCR“, zu vergleichen.
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4.4 Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse
In dieser Arbeit wurden verschiedene Signalwege anhand von unterschiedlichen Methoden un-
tersucht. Es wurden sowohl ¨Anderungen im Proteinspiegel als auch Expressionsunterschiede
auf RNA-Ebene fu¨r einige Kandidatengene untersucht. Dementsprechend komplex ist die Dar-
stellung der Ergebnisse in diesem Kapitel. In den Tabellen 4.2 und 4.3 sind deshalb die wesent-
lichen Ergebnisse dieser Arbeit abschließend zusammengefasst.
Tabelle 4.2: Wesentliche Vera¨nderungen auf Proteinebene








Tabelle 4.2: Das Zeichen ↓ steht fu¨r einen erniedrigten, das Zeichen ↑ fu¨r
einen erho¨hten Proteinspiegel in den Glu-Res bzw. H2O2-Res Neuronen im
Vergleich zu HT-22 N Zellen. (↑) sympolisiert einen tendentiell erho¨hten Pro-
teinspiegel, dessen Erho¨hung jedoch keine statistische Signifikanz erreicht.
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Tabelle 4.3: Wesentliche Vera¨nderungen auf RNA-Ebene
Name Expressionsa¨nderung im Vergleich
zu HT-22 N in Glu-Res









Tabelle 4.3: Das Zeichen ↓ steht fu¨r eine geringere, das Zeichen ↑ fu¨r eine
versta¨rkte Expression des jeweiligen Gens in den Glu-Res im Vergleich zu
HT-22 N Neuronen.
4.5 Zuku¨nftige Versuche
Das Ziel dieser Arbeit war die Entdeckung von Genen und Signalwegen, die in Neuronen, die
gegen oxidativen Stress resistent sind, anders exprimiert bzw. reguliert sind, als in sensitiven
Neuronen. Es wurden viele Vera¨nderungen zwischen resistenten und nicht resistenten Neuro-
nen aufgezeigt, deren Bedeutung fu¨r den Nervenzelltod bei Morbus Alzheimer oder anderen
neurodegenerativen Krankheiten es noch na¨her zu untersuchen gilt.
Zuna¨chst muss ausgeschlossen werden, dass es sich bei den beobachteten Vera¨nderungen ledig-
lich um Nebeneffekte der Langzeitbehandlung der Zellen mit Glutamat bzw. Wasserstoffperox-
id handelt, die unabha¨ngig von dem eigentlichen Resistenzverhalten sind.
Neben den in vitro Untersuchungen sind als na¨chster Schritt Untersuchungen im Tiermodell
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sinnvoll. Dabei wa¨ren z.B. Versuche mit Tieren, die ein Kandidatengen u¨berexprimieren bzw.
bei denen die Expression eines Gens weitgehend verhindert wird, von besonderem Interesse.
Mit solchen Versuchen ko¨nnte gekla¨rt werden, ob die Expressionsa¨nderung Einfluss auf den
Grad der Neurodegeneration nach Herbeifu¨hrung von oxidativem Stress hat.
Im Hinblick auf einen Therapieansatz fu¨r Morbus Alzheimer Patienten sind auch Untersu-
chungen an Tiermodellen sinnvoll, die eine Alzheimer a¨hnliche Pathologie aufweisen, wie die
von Lewis und Kollegen verwendeten Doppelmutanten fu¨r APP und Tau-Protein (Lewis et al.,
2001). Vera¨nderungen, die in diesen Tiermodellen vor einer Neurodegeneration schu¨tzen, ko¨nn-
ten mit gewisser Wahrscheinlichkeit eine vergleichbare Wirkung im Menschen haben.
Auch Untersuchungen an post mortem Geweben von Alzheimer Patienten wa¨ren ho¨chst inter-
essant, um beispielsweise die Expression von Kandidatengenen in Gehirnarealen mit starker
und weniger starker Neurodegeneration zu vergleichen. Auf diese Weise nachgewiesene Ex-
pressionsunterschiede bilden einen vielversprechenden Therapieansatz fu¨r Morbus Alzheimer,
da sie wahrscheinlich ein ko¨rpereigenes Resistenzprogramm gegen den mit dieser Krankheit
assoziierten Nervenzelltod widerspielen.
Die vorliegende Arbeit dient demnach dem Aufzeigen von Signalwegen, die in gegen oxidativen
Stress resistenten Zellen vera¨ndert sind. Weiterfu¨hrende Experimente sind jedoch no¨tig, um die
Bedeutung dieser Unterschiede fu¨r eine Neuroprotektion in vivo zu kla¨ren.
Kapitel 5
Diskussion
Die Untersuchung von Zellen mit einer selektiven Resistenz gegen eine spezielle Art von Toxin-
einwirkung ist ein guter Ansatz, um biochemische Mechanismen aufzuzeigen, die zur Resistenz
fu¨hren bzw. die in die Wirkungsweise des Toxins involviert sind.
In dieser Arbeit wurden Zellen etabliert, die eine selektive Resistenz gegen oxidativen Stress
aufweisen (s. Abbildung 4.5 und 4.6). Vera¨nderte Signalwege in diesen Zellen im Vergleich zu
nicht resistenten Zellen sind relevant fu¨r Krankheiten, die mit oxidativem Stress in Verbindung
gebracht werden, wie z.B. Morbus Alzheimer.
Fu¨r die Suche nach Signalwegen, die in gegen oxidativen Stress resistenten Neuronen vera¨ndert
sind, wurden verschiedene Ansa¨tze gewa¨hlt. Zum einen wurde auf RNA-Ebene nach Expressi-
onsa¨nderungen gesucht, zum anderen wurden auf Proteinebene sowohl die gebildetete Menge
an Protein, als auch die Modulationen im Phosphorylierungsstatus fu¨r einzelne Proteine be-
trachtet.
Den Ergebnissen fa¨llt je nach Untersuchungsebene eine andere Gewichtung zu. Untersuchungen
auf RNA-Ebene liefern einen wichtigen Anhaltspunkt fu¨r wahrscheinlich vera¨nderte Vorga¨nge
in der Zelle. In vielen Fa¨llen ist die gebildete Menge RNA a¨quivalent zur gebildeten Protein-
menge und zur Aktivita¨t dieses Proteins. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass
Vera¨nderungen in der Translation oder posttranslationalen Modifikation den auf RNA-Ebene
beobachteten Unterschied wieder aufheben.
Aussagen auf Proteinebene sind deshalb wesentlich bedeutender, da die nachweislich vera¨nder-
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te Proteinmenge mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit einen direkten Effekt auf Vorga¨nge in der
Zelle hat. Ha¨ufig ist jedoch die Aktivita¨t von Proteinen abha¨ngig von posttranslationalen Modi-
fikationen, wie z.B. dem Phosphorylierungsstatus. Eine erho¨hte Proteinmenge ist deshalb zwar
sehr oft, aber nicht zwangsla¨ufig gleichbedeutend mit einer erho¨hten Aktivita¨t des jeweiligen
Proteins, da eventuell der Großteil des Proteins durch posttranslationale Modifikation oder Inhi-
bition durch ein anderes Protein inaktiviert sein ko¨nnte. Im Umkehrschluss sind gleiche Protein-
mengen nicht unbedingt ein eindeutiger Beweis dafu¨r, dass die damit in Verbindung stehenden
Signalwege unvera¨ndert sind, da der Großteil des Proteins in einem der Zellmodelle so modifi-
ziert sein ko¨nnte, dass seine Aktivita¨t erho¨ht ist. Entsprechend ist ein Nachweis von ¨Anderungen
im Phosphorylierungsstatus von zellula¨ren Proteinen der sicherste Beweis fu¨r eine ¨Anderung in
dem damit in Verbindung stehenden Signalweg.
5.1 GSK-3β
Ein Enzym, fu¨r das in dieser Arbeit Unterschiede im Phosphorylierungsstatus zwischen re-
sistenten und sensitiven Neuronen nachgewiesen werden konnten, ist die Glykogen Synthase
Kinase-3β (GSK-3β). Ist GSK-3β an einem Serin-Rest phosphoryliert, ist sie inaktiv. Durch
Phosphorylierung an einem Tyrosin-Rest wird sie aktiviert. GSK-3β ist eine Serin-Threonin
Kinase, die eine Schlu¨sselrolle in mehreren Signalwegen der Zelle spielt. Sie ist von großer
Bedeutung fu¨r Apoptosevorga¨nge in Neuronen im Allgemeinen und ganz besonders auch fu¨r
den Alzheimer-assoziierten Nervenzelltod.
Ihren Namen verdankt GSK-3β ihrer zuerst entdeckten Funktion im Glykogen-Metabolismus,
bei dem sie in der Abwesenheit von Insulin die Glykogen Synthase inhibiert (Woodgett, 1990).
Ist Insulin vorhanden, resultiert dies in der Aktivierung der Proteinkinase Akt, welche wieder-
um GSK-3β an einem Serin-Threonin-Rest phosphoryliert und somit inhibiert (Cross et al.,
1995; Moule et al., 1997). Dies ermo¨glicht es der Glykogen Synthase, Glukose in Glykogen
umzuwandeln.
Die Inhibition von GSK-3β u¨ber die Proteinkinase Akt kann in Folge der Aktivierung von
Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3-Kinase) geschehen (Pap und Cooper, 1998; Crowder und
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Freeman, 2000; Hetman et al., 2000). Der PI3-Kinase / Akt-Signalweg ist eine zentrale Kom-
ponente der ¨Uberlebensmaschinerie von Neuronen (Yao und Cooper, 1995; Dudek et al., 1997;
Miller et al., 1997; Philpott et al., 1997; Crowder und Freeman, 1998). Dementsprechend wurde
fu¨r die Aktivierung von GSK-3β eine Funktion in der Vermittlung von Apoptose angenommen
und auch nachgewiesen (Pap und Cooper, 1998; Hetman et al., 2000).
Es wurden auch Hinweise dafu¨r gefunden, dass GSK-3β durch PI-3 Kinase abha¨ngige, aber
Akt unabha¨ngige Signalwege reguliert werden kann (Delcommenne et al., 1998; Kobayashi
und Cohen, 1999).
Ein anderer Signalweg, bei dem GSK-3β eine Rolle spielt, ist der Wnt-Signalweg (s. Abschnitt
2.1.3). Sind Wnt-Liganden anwesend, so ist GSK-3β inaktiv, sind keine Wnt-Liganden vorhan-
den, liegt GSK-3β in seiner aktiven Form vor. In seiner aktiven Form ist GSK-3β Teil eines
Multiproteinkomplexes, der das zytoplasmatische Protein β-Catenin fu¨r die Degradierung mar-
kiert. Dies fu¨hrt letztendlich dazu, dass die Wnt-Zielgene nicht exprimiert werden (s. Abbildung
2.2).
1993 entdeckten Ishiguro und Kollegen, dass GSK-3β identisch mit der Tau-Protein Kinase I
(TPK I) ist, einem Enzym, das aufgrund seiner Fa¨higkeit Tau-Protein in vitro zu phosphorylie-
ren Aufmerksamkeit erregt hatte. GSK-3β ist eines der besten Kandidatenenzyme, das fu¨r die
Hyperphoshorylierung von Tau zur Bildung von Morbus Alzheimer typischen Fibrillenbu¨ndeln
verantwortlich sein ko¨nnte. Es konnte sowohl in vitro also auch in vivo gezeigt werden, dass
GSK-3β Tau Protein an den meisten Stellen phosphorylieren kann, die bei den Fibrillenbu¨ndeln
im Gehirn von Morbus Alzheimer Patienten ebenfalls phosphoryliert sind (Lovestone et al.,
1994; Hong et al., 1997; Munoz-Montano et al., 1997). Außerdem akkumuliert GSK 3β im
Zytoplasma von Zellen, die eine beginnende Bildung von Fibrillenbu¨ndeln aufweisen und seine
Verteilung im Gehirn korreliert mit den Vera¨nderungen des Tau-Proteins (Shiurba et al., 1996;
Pei et al., 1999).
Interessant ist auch die Beobachtung, dass die Inkubation von Zellen mit Aβ die Aktivierung
von GSK-3β zur Folge hat (Takashima et al., 1996). Inhibition der GSK-3β Aktivita¨t oder
Blockierung seiner Expression verhindern die durch Aβ induzierte Neurodegeneration von kor-
tikalen und hippokampalen Prima¨rzellkulturen (Takashima et al., 1993; Alvarez et al., 1999b).
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Zusammengefasst ist GSK-3β ein Enzym mit proapoptotischen Eigenschaften, dessen Relevanz
aufgrund seiner Induzierbarkeit durch Aβ und seiner Funktion im Wnt-Signalweg und der Tau-
Phosphorylierung speziell fu¨r den Alzheimer-assoziierten Nervenzelltod von Bedeutung zu sein
scheint.
Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist daher die Erkenntnis, dass zwischen resistenten und
nicht resistenten HT-22 Neuronen Unterschiede sowohl im Gesamtspiegel von GSK-3β als auch
im Phosphorylierungsstatus bestehen (s. Abschnitt 4.2.1). Sowohl Glu-Res als auch H2O2-Res
Neurone bilden weniger GSK 3β Protein als HT-22 N Neurone (s. Abbildung 4.7). Die akti-
ve Form des Enzyms GSK-3β, GSKtyr, liegt in den resistenten Zellen ebenfalls in geringerer
Menge vor als in HT-22 N Zellen (s. Abbildung 4.8). Der Spiegel der inaktiven Form, GSKser,
dagegen ist in den resistenten Zellen tendentiell ho¨her als in den nicht resistenten Zellen (s.
Abbildung 4.9).
Entsprechend der eingangs angestellten ¨Uberlegungen bezu¨glich posttranslationalen Modifika-
tionen muss der Beobachtung, dass der Phosphorylierungsstatus von GSK-3β in resistenten und
sensitiven Zellen unterschiedlich ist (vgl. Abschnitt 4.2.1), eine große Bedeutung beigemessen
werden. Tatsa¨chlich konnte ein direkter Effekt von GSK-3β auf das Resistenzverhalten der Zel-
len nachgewiesen werden. Inhibition von GSK-3β durch LiCl erho¨hte die Toleranz der HT-22
N Neuronen fu¨r Glutamat und Wasserstoffperoxid (s. Abbildung 4.10).
Der inhibitorische Effekt von LiCl auf GSK-3β ist in der Literatur beschrieben (Klein und
Melton, 1996; Stambolic et al., 1996), allerdings sind Kreuzreaktionen von LiCl mit anderen
zellula¨ren Proteinen nicht ganz auszuschließen. Deshalb sollte auch die Wirkung eines spezifi-
schen GSK-3β Inhibitors auf das Resistenzverhalten der HT-22 N Neurone getestet werden. Es
stellte sich dabei heraus, dass der verwendete GSK 3β Inhibitor (von Calbiochem) selbst eine
betra¨chtliche toxische Wirkung auf die Zellen hatte (Daten nicht gezeigt), so dass aus diesem
Experiment keine Ru¨ckschlu¨sse auf eine mo¨gliche Bedeutung der GSK-3β Inhibition auf das
Resistenzverhalten der Zellen gezogen werden konnten.
Die Hypothese, dass die GSK-3β Inhibition eine Rolle bei der Resistenzvermittlung gegen oxi-
dativen Stress spielt, wird jedoch auch noch auf andere Weise gestu¨tzt: MAPK ist ein Enzym,
das GSK-3β an einem Serinrest phosphorylieren und somit inhibieren kann und auch bezu¨glich
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dieses Enzyms wurden ¨Anderungen in Glu-Res und H2O2-Res Neuronen gefunden, die mit den
beobachteten Phosphorylierungszusta¨nden von GSK-3β korrespondieren. Auch die Aktivita¨t
der MAPK spiegelt sich in ihrem Phophorylierungszustand wider. Die Menge an phosphorylier-
ter und somit aktiver MAPK ist in den resistenten Zellen deutlich gro¨ßer als in nicht resistenten
Zellen (s. Abbildung 4.16). Ob zwischen dem erho¨hten pMAPK-Spiegel und den Vera¨nderun-
gen im Phosphorylierungsstatus von GSK-3β ein direkter Zusammenhang besteht, mu¨sste in
Zukunft allerdings noch nachgewiesen werden.
Alles in allem wurden in dieser Arbeit deutliche Hinweise dafu¨r gefunden, dass die erho¨hte Re-
sistenz gegen oxidative Stressoren in dem verwendeten Zellmodell zum Teil auf eine Inhibition
von GSK 3β zuru¨ckgefu¨hrt werden kann.
Die Tatsache, dass diese Vera¨nderungen sowohl in Glu-Res als auch in H2O2-Res Neuronen
beobachtet wurden, impliziert, dass es sich um einen Resistenzmechanismus handeln ko¨nnte,
der in vielen Zellen aktiviert werden kann. Inwiefern dieser Mechanismus fu¨r oxidativen Stress
spezifisch ist, mu¨sste anhand von Untersuchungen mit anderen Toxinen oder mittels anderer
Zellmodelle noch gekla¨rt werden.
5.2 APP
Alle soweit untersuchten genetisch bedingten Alzheimer Erkrankungen haben gemeinsam, dass
die Gendefekte zu einer qualitativen oder quantitativen Vera¨nderung der Aβ-Produktion fu¨hren.
Aβ entsteht durch Prozessierung des Amyloid-Vorla¨uferproteins APP (s. Abschnitt 2.1.1). Ein
anderes Prozessierungsprodukt von APP ist sAPPα, dem im Gegensatz zu Aβ neuroprotekti-
ve Eigenschaften zugeschrieben werden (De Strooper und Annaert, 2000). Entsprechend in-
teressant ist die Beobachtung, dass der sAPPα-Spiegel in Glu-Res und H2O2-Res Neuronen
ho¨her ist als in HT-22 N Neuronen (s. Abbildung 4.12). Die Ursache hierfu¨r ko¨nnte eventu-
ell in dem erho¨hten pMAPK-Spiegel liegen, da fu¨r pMAPK gezeigt werden konnte, dass es
zu einer versta¨rkten Sekretion von sAPPα fu¨hren kann (Dr. Sharon Goodenough, perso¨nliche
Mitteilung). Der erho¨hte sAPPα-Spiegel im Medium der resistenten Neuronen besta¨tigt, dass
eine Modulation der APP-Prozessierung nicht nur zu krankhaften Vera¨nderungen im Organis-
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mus fu¨hren, sondern mo¨glicherweise auch vor toxischen Scha¨den schu¨tzen kann, je nachdem,
ob mehr Aβ oder mehr sAPPα gebildet wird.
Die Idee, die APP-Prozessierung in dem Sinne zu modulieren, dass die Bildung von Aβ ver-
mindert und die Entstehung von sAPPα versta¨rkt wird, ist im Hinblick auf einen mo¨glichen
Therapieansatz fu¨r Morbus Alzheimer Patienten nicht neu. Es fehlen jedoch Kenntnisse u¨ber
die Funktion von APP und sAPPα im gesunden Organismus. Die erho¨hte sAPPα-Sekretion in
Glu-Res und H2O2-Res Neuronen la¨sst vermuten, dass die APP-Prozessierung auch fu¨r andere,
mit oxidativem Stress in Verbindung stehende neurodegenerative Erkrankungen von Bedeutung
sein ko¨nnte. Ob die versta¨rkte Bildung von sAPPα tatsa¨chlich einen direkten Einfluss auf das
Resistenzverhalten von Neuronen hat, bleibt zu untersuchen. Der Kla¨rung der Funktion von
APP, seinen Prozessierungsmechanismen und der Wirkungsweise von sAPPα sollte in Zukunft
jedenfalls hohe Aufmerksamkeit geschenkt werden.
5.3 Bcl-2 / Bax-Signalweg
Die Familie der Bcl-2 Proteine reguliert einen in der Evolution konservierten Signalweg, der
u¨ber das Zellschicksal entscheidet. Die Regulation der Apoptose erfolgt u¨ber die Kontrolle der
mitochondrialen Permeabilita¨t und der Freisetzung von Cytochrom C. Die antiapoptotischen
Proteine Bcl-2 und Bcl-xL sind in der a¨ußeren Mitochondrienmembran lokalisiert und verhin-
dern die Cytochrom C Freisetzung. Die proapoptotischen Proteine Bax, Bid, Bad und Bim sind
im Zytosol lokalisiert. Als Antwort auf sogenannte Todesstimuli bewegen sich diese Proteine
jedoch auch zu den Mitochondrien, wo sie die Freisetzung von Cytochrom C wahrscheinlich
durch einen spannungsabha¨ngigen Anionenkanal bewirken (Shimizu et al., 1999). Das freige-
setzte Cytochrom C initiiert die Aktivierung von Caspasen und den Abbau spezifischer Prote-
insubstrate, was letztendlich zur Apoptose fu¨hrt.
Der genaue Mechanismus zur Regulierung des Zellschicksals durch Bcl-2 und Bax ist noch
unklar. Es wird angenommen, dass die relativen Mengen der beiden Proteine dabei eine ent-
scheidende Rolle spielen. Die Mitglieder der Bcl-2 / Bax Familie ko¨nnen aufgrund ihrer Struk-
tura¨hnlichkeit a¨hnliche Konformationen einnehmen und sowohl Homo- als auch Heterodime-
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re bilden. Durch die Interaktion in Form der Heterodimer-Bildung ko¨nnte entweder Bcl-2 die
apoptotische Wirkung von Bax inhibieren oder umgekehrt, Bax die antiapoptotische Wirkung
von Bcl-2 aufheben. Es wa¨re jedoch auch denkbar, dass die beiden Proteine das Zellschicksal
unabha¨ngig voneinander regulieren (Knudson und Korsmeyer, 1997).
Stimuli, die Apoptose u¨ber den Bcl-2 / Bax Signalweg auslo¨sen, sind z.B. Signale des Todes-
rezeptors Fas oder der Entzug von ¨Uberlebensfaktoren. Der Transkriptionsfaktor p53, der als
Folge von DNA-Scha¨digung aktiviert wird, leitet die Transkription von Bax ein.
Fu¨r die antiapoptotische Wirkungsweise von Bcl-2 wurden mehrere mo¨gliche Mechanismen
vorgeschlagen: Bcl-2 ko¨nnte als Antioxidans wirken oder die Entstehung freier Sauerstoffradi-
kale inhibieren (Wiedau-Pazos et al., 1996; Tyurina et al., 1997). Es ko¨nnte auch in den Ca2+-
Haushalt der Zelle eingreifen (Lam et al., 1994; Marin et al., 1996) oder eine Rolle im Transport
von Proteinen wie p53 haben (Ryan et al., 1994).
In anderen Arbeiten wurde gezeigt, dass der von Glutamat ausgelo¨ste Nervenzelltod durch eine
¨Uberexpression von Bcl-2 inhibiert werden kann (Behl et al., 1993; Kane et al., 1995). In den
in dieser Arbeit verwendeten Glu-Res und H2O2-Res Zellen konnte kein erho¨hter Bcl-2 Spiegel
festgestellt werden. Entgegen den Erwartungen war der Bcl-2 Spiegel sogar im Vergleich zu den
nicht resistenten HT-22 N Zellen erniedrigt (s. Abbildung 4.14). Interessanterweise wurde auch
fu¨r die antiapoptotischen Gene Mcl1 und Bcl2A1d des Bcl-2 / Bax-Signalwegs in den Glu-Res
Neuronen eine verminderte Expression im Vergleich zu HT-22 N Neuronen gefunden (s. Abbil-
dung 4.22 B). Ein von Bcl-2 vermittelter neuroprotektiver Mechanismus scheidet also in diesen
Zellmodellen sicherlich aus. Welche Bedeutung die erniedrigte Expression der genannten an-
tiapoptotischen Faktoren in den resistenten Neuronen hat, ist unklar. Mo¨glicherweise handelt es
sich um einen Nebeneffekt der Langzeitbehandlung mit Glutamat bzw. Wasserstoffperoxid.
Unabha¨ngig von den hier verwendeten Zellklonen wurden auch im Labor von David Schubert
am Salk Institute for Biological Studies, Kalifornien, Glutamat resistente HT-22 Klone etabliert.
In diesen Zellen wurde ebenfalls keine versta¨rkte Expression von Bcl-2 oder Mcl1 festgestellt
(Sagara et al., 1998). Allerdings war in jener Arbeit auch fu¨r Bax keine Expressionsa¨nderung in
den resistenten Neuronen feststellbar. Die Expression dieses Gens sowie des ebenfalls in diesen
Signalweg involvierten proapoptotischen Gens Bak war in den hier verwendeten Glutamat-
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resistenten Zellen schwa¨cher als in den nicht resistenten Zellen (s. Abbildung 4.13, 4.20 B und
4.22 B).
Demzufolge scheint der Bcl-2 / Bax-Signalweg als Ganzes in den resistenten Zellen inhibiert zu
sein. Obwohl nicht ausgeschlossen werden kann, dass es sich deshalb auch bei der geringeren
Expression der proapoptotischen Gene um einen Nebeneffekt der Langzeitbehandlung mit dem
Toxin handelt, ko¨nnte die verringerte Expression der proapoptotischen Gene auch Teil eines
Schutzprogramms gegen oxidative Scha¨digungen sein. Interessant ist in diesem Zusammenhang
auch die versta¨rkte Expression des Transkriptionsfaktors Ets2 in den Glu-Res Neuronen (s.
Abbildung 4.21 B), zu dessen Zielgenen Bcl-xL geho¨rt, welches wiederum Bax inhibieren kann.
Es ist also denkbar, dass die Inhibition von Bax und Bak unabha¨ngig von den erniedrigten Bcl-
2-, Mcl1- und Bcl2A1d-Spiegel geschieht.
Es wa¨re ebenfalls denkbar, dass die verminderte Expression von Bax mit der beobachteten
verminderten p53-Expression in Verbindung steht. p53 kann die Transkription von Bax einleiten
und es konnte bereits gezeigt werden, dass die Inhibition von p53 mit einer erniedrigten Bax-
Expression einhergeht (Culmsee et al., 2001).
Auch wenn nicht klar ist, wie die gefundenen Expressionsunterschiede zu deuten sind, stellt der
Bcl-2 / Bax Signalweg dennoch einen interessanten potentiellen Ansatzpunkt fu¨r neuroprotek-
tive Wirkstoffe dar.
5.4 PARP
Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP) ist ein Enzym, dem eine bedeutende Rolle in der Re-
gulation zellula¨rer Prozesse wie z.B. der DNA-Reparatur und dem Zelltod zugeschrieben wird.
PARP wird durch DNA-Strangbru¨che aktiviert und katalysiert den Transfer von ADP-Ribose
von dem Substrat NAD+ zu Kernproteinen. Man nimmt an, dass die Bildung langer verzweig-
ter Poly(ADP-Ribose)-Polymere an den Zielproteinen zu Struktur- bzw. Funktionsa¨nderungen
dieser Proteine fu¨hrt, die den DNA-Reparaturprozess erleichtern (Lindahl et al., 1995).
Der erste Hinweis darauf, dass PARP auch in Zelltod-Prozesse involviert sein ko¨nnte, bestand
in der Beobachtung, dass schwere DNA-Scha¨den zu einer massiven Aktivierung von PARP
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fu¨hren. Das hat dramatische ¨Anderungen in den Konzentrationsspiegeln von metabolischen
Zwischenprodukten wie z.B. NAD+ und ATP zur Folge (Sims et al., 1983). PARP ko¨nnte folg-
lich als Verbindungsglied zwischen starker DNA-Scha¨digung und dem Zelltod fungieren und
somit beispielsweise die Verbreitung fehlerhaft reparierter DNA verhindern. Berger stellte diese
Hypothese unter dem Namen
”
PARP suicide hypothesis“ erstmalig vor (Berger, 1985).
Seitdem wurde die Rolle von PARP im Zelltod-Prozess anhand vieler Modelle untersucht. Je
nach verwendeter Zelllinie und Todes-Stimulus wurde dem Fehlen von PARP ein protektiver
Effekt gegen Scha¨digungen, z.B. durch freie Radikale, oder eine Erho¨hung der Anfa¨lligkeit
der Zelle gegen alkylierende Agenzen bzw. γ-Strahlung zugeschrieben. Der Befund, dass das
Fehlen von PARP Neuronen vor Scha¨den durch Ischa¨mie schu¨tzt, unterstu¨tzt jedoch klar die
”
suicide“-Hypothese (Eliasson et al., 1997; Endres et al., 1997).
Die genaue Rolle, die PARP im apoptotischen Prozess spielt, ist nach wie vor nicht ganz ge-
kla¨rt. Man weiß bislang, dass PARP in einer fru¨hen Phase der Apoptose zuna¨chst aktiviert wird
(Rosenthal et al., 1997; Simbulan-Rosenthal et al., 1998) und spa¨ter von Caspasen spezifisch ge-
spalten wird (Kaufmann, 1989; Kaufmann et al., 1993). Es bleibt zu kla¨ren, ob die Aktivierung
von PARP und / oder seine Spaltung eine spezifische Rolle bei der Einleitung von Apoptose
spielen.
Fu¨r die Resistenzvermittlung in den in dieser Arbeit verwendeten Neuronen scheint PARP von
geringer Bedeutung zu sein. Obwohl vereinzelt in den Glu-Res Neuronen eine erho¨hte Konzen-
tration dieses Proteins festgestellt werden konnte, ergab der statistische Vergleich jedoch keine
generellen Unterschiede zwischen den Proteinspiegeln in resistenten und sensitiven Neuronen.
5.5 Seladin-1
Seladin-1 ist ein ku¨rzlich entdecktes Gen, das in solchen Regionen des Gehirns schwa¨cher re-
guliert ist, die bei der Alzheimer Krankheit degenerieren. Umgekehrt weisen Zellen, die gegen
Aβ-Toxizita¨t resistent sind, einen etwa dreifach erho¨hten Spiegel an Seladin-1-mRNA und
-Protein auf (Greeve et al., 2000; Iivonen et al., 2002). Das Protein Seladin-1 ist hauptsa¨chlich
im Endoplasmatischen Retikulum (ER) und teilweise auch in Strukturen des Golgi-Apparates
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lokalisiert (Greeve et al., 2000). Die verminderte Seladin-1 Transkription bei Morbus Alzhei-
mer wurde als mit hyperphosphoryliertem Tau-Protein assoziert beschrieben (Iivonen et al.,
2002). Die genaue Funktion von Seladin-1 ist noch nicht endgu¨ltig gekla¨rt. Hinweise auf die
Funktion ergeben sich aus der Gensequenz, die große ¨Ahnlichkeit mit der von Flavin-Adenin-
Dinukleotid-(FAD-) abha¨ngigen Oxidoreduktasen aufweist. Außerdem verhindert die funktio-
nale Expression von Seladin-1 in humanen Neuroglioma H4 Zellen die Aktivierung von Caspa-
se 3 nach Aβ-Toxizita¨t bzw. oxidativen Stress (Greeve et al. 2000).
Seladin-1 scheint demnach ein wichtiger Faktor zum Schutz von Zellen gegen Aβ-Toxizita¨t
und oxidativen Stress zu sein und spielt wahrscheinlich eine Rolle bei der Regulation des Zell-
tods. Die genaue Bedeutung von Seladin-1 fu¨r Morbus Alzheimer und / oder die Inhibition von
Apoptose allgemein ist jedoch noch unklar.
In diesem Zusammenhang interessant ist die Beobachtung, dass sich der Seladin-1 Proteinspie-
gel der in dieser Arbeit verwendeten Glu-Res und H2O2-Res Neurone nicht von dem der sensiti-
ven Neurone unterscheidet. Seladin-1 scheint demnach kein essentieller Faktor zur Vermittlung
von oxidativer Resistenz oder zur Inhibition von Apoptose zu sein. Um jedoch eine Beteiligung
von Seladin-1 an dem Resistenzverhalten der Glu-Res und H2O2-Res Neurone vo¨llig ausschlie-
ßen zu ko¨nnen, mu¨sste die Aktivita¨t dieses Enzyms in den drei verwendeten Modellklonen
verglichen werden.
5.6 Hitzeschock-Proteine
Stress, darunter auch oxidativer Stress, kann Zellen direkt oder indirekt scha¨digen und dabei
zur Denaturierung von Proteinen fu¨hren. Zellen reagieren auf Stress mit einer Stressantwort,
die durch sogenannte Hitzeschock-Proteine (Hsp) vermittelt wird. Der Name dieser Proteine
hat seinen Ursprung in dem zuerst entdeckten Stressor Hitze, der diese Reaktion der Zelle
auslo¨st (Ritossa, 1962). Zu den Hsp geho¨ren unter anderem die Chaperone, die dazu beitra-
gen, dass Proteine ihre funktionale Konfiguration erhalten bzw. wiedererhalten, falls sie diese
z.B. aufgrund von Stress verloren haben (Hartl und Martin, 1995).
Denaturierte Proteine ko¨nnen ihre Funktion nicht oder nur mit geringer Effizienz ausu¨ben. Au-
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ßerdem neigen sie dazu, zu aggregieren und zu pra¨zipitieren, wie es bei einigen Krankhei-
ten, den sogenannten Proteinopathien, der Fall ist. Morbus Alzheimer geho¨rt zu dieser Gruppe
der Proteinopathien. Im Verlauf der Krankheit aggregiert das Aβ Peptid zu senilen Plaques (s.
Abschnitt 2.1). Oxidativer Stress, der im Verlauf der Krankheit sta¨ndig entsteht (s. Abschnitt
2.2.1), kann die Vorga¨nge zusa¨tzlich beschleunigen, indem er zu Protein-Missfaltungen oder
-Entfaltungen fu¨hrt, die die Proteinaggregation fo¨rdern.
Aus diesem Grunde bilden die Hsp interessante Untersuchungsobjekte beim Studium von Pro-
teinopathien wie z.B. Morbus Alzheimer sowie der Reaktion von Zellen auf Stress im Allge-
meinen.
Von Hsp70 konnte gezeigt werden, dass seine ¨Uberexpression Fibroblasten vor Strahlung und
Wasserstoffperoxid schu¨tzen kann (Simon et al., 1995). Deshalb wurde die Expression von
Hsp70 in dem hier verwendeten Zellmodell untersucht. Dabei zeigte sich, dass weder Glu-Res
noch H2O2-Res Zellen Hsp 70 konstitutiv sta¨rker exprimieren als HT-22 N Zellen (s. Abbildung
4.19). Die Resistenz gegen oxidativen Stress ist also nicht auf eine versta¨rkte Bildung dieses
Proteins zuru¨ckzufu¨hren. Dieses Ergebnis deckt sich mit Untersuchungen an anderen Glutamat
resistenten HT-22 Zellen, in denen ebenfalls keine vermehrte Expression von Hsp70 festgestellt
werden konnte (Sagara et al., 1998).
Die Gruppe der Hsp ist heterogen, deshalb ist die Untersuchung eines ihrer Vertreter nicht re-
pra¨sentativ fu¨r die gesamte Gruppe. Dies zeigt sich auch in der Arbeit von Sagara und Kollegen,
die ebenfalls in ihren Glutamat-resistenten HT-22 Neuronen keinen erho¨hten Hsp70 Spiegel, je-
doch eine versta¨rkte Expression von Hsp32 fanden (Sagara et al., 1998). Entsprechend ist die
innerhalb dieser Arbeit festgestellte vera¨nderte Expression von Hsp86, einem Chaperon mit
ATPase Aktivita¨t, in Glu-Res Zellen nicht als Inkonsistenz zu betrachten, wenngleich es zu-
mindest auf den ersten Blick erstaunlich ist, dass Hsp86 in den resistenten Zellen schwa¨cher
exprimiert wird als in nicht resistenten Zellen (s. Abbildung 4.20). Eine erho¨hte Expression
ha¨tte als Schutzmechanismus fu¨r die Zellen gegen die Einwirkung von oxidativem Stress ge-
deutet werden ko¨nnen. Eine Verringerung der Expression ist jedoch als Adaption der Neurone
auf die anhaltende Toxineinwirkung ebenfalls erkla¨rbar. Wu¨rden zu viele antiapoptotisch wir-
kende Moleku¨le in den permanent gestressten Zellen gebildet, so wu¨rden diese die Einleitung
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von Apoptose grundsa¨tzlich, also auch in Folge anderer Einwirkungen als oxidativem Stress,
verhindern oder zumindest sehr verzo¨gern. Die Mo¨glichkeit, gescha¨digte Zellen zu eliminie-
ren, wa¨re damit in erheblichem Maße verringert. In Abbildung 4.6 wurde jedoch gezeigt, dass
Glu-Res und H2O2-Res Zellen nicht gegen jede Art von Toxineinwirkung resistent sind und
Abbildung 4.19 zeigt, dass Glu-Res Neurone in der Lage sind, auf Hitzestress mit einer nor-
malen Hitzeschock-Antwort zu reagieren. Diese Ergebnisse sprechen fu¨r die Selektivita¨t des
Zellmodells: Es wurden keine Zellen erschaffen, deren Signalwege alle so vera¨ndert sind, dass
Apoptose verhindert wird, sondern es handelt sich um Neurone, die selektiv gegen oxidativen
Stress resistent sind und daher nur Vera¨nderungen in bestimmten Signalwegen aufweisen.
5.7 p53 und andere Tumor-assoziierte Signalwege
p53 ist ein Tumor Suppressor Protein, das neben seiner Bedeutung bei der Kontrolle des Zellzy-
klus (Reich und Levine, 1984), der Differenzierung (Oren et al., 1982) und der DNA-Reparatur
(Kastan et al., 1991) auch eine Rolle bei der Apoptose spielt (Yonish-Rouach et al., 1991; Shaw
et al., 1992). p53 kann zudem als Transkriptionsfaktor fungieren und so die Expression von Ge-
nen regulieren, die in die genannten Vorga¨nge involviert sind (Fields und Jang, 1990; Raycroft
et al., 1990).
Es konnte gezeigt werden, dass p53 eine Rolle bei einigen neurodegenerativen Erkrankungen
spielt, darunter auch Morbus Alzheimer (de la Monte et al., 1997), Morbus Parkinson (Blum
et al., 1997) und Schlaganfall (Crumrine et al., 1994). In post mortem Gewebe von Alzheimer
Patienten konnte ein erho¨hter p53-Spiegel im Vergleich zu Geweben gleichaltriger Personen
gefunden werden (de la Monte et al. 1997). Eine erho¨hte p53 Immunoreaktivita¨t wurde vor
allem in dystrophischen Fibrillen, welche die Amyloid-Plaques umgeben und in vielen Tau-
haltigen Neuriten beobachtet. Die Daten deuten darauf hin, dass der erho¨hte p53-Spiegel die
Anfa¨lligkeit der Neurone fu¨r den induzierten
”
Selbstmord“ durch Apoptose widerspiegelt.
Entsprechend ko¨nnte eine erniedrigte p53-Expression mit einer erho¨hten Resistenz einherge-
hen. Dieser Annahme entsprechend wurde mit Hilfe der Gen Expression Arrays eine vermin-
derte Expression fu¨r p53 in Glu-Res Neuronen (s. Abschnitt 4.2.8) festgestellt. Eine Korrela-
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tion zwischen der Expression von p53 und neuronalem Zelltod, ausgelo¨st durch Glutamat und
DNA-zersto¨rende Toxine, konnte auch schon in anderen Studien aufgezeigt werden (Hughes et
al., 1997; Sakhi et al., 1997; Uberti et al., 1998; Xiang et al., 1998; Inamura et al., 2000).
Die Verbindung zwischen p53 und Apoptose wurde durch die Arbeit von Culmsee und Kollegen
erha¨rtet, in der neuronale Zellen durch Gabe eines spezifischen p53-Inhibitors vor Apoptose,
ausgelo¨st durch DNA-zersto¨rende Toxine, Aβ-Peptid bzw. Glutamat, geschu¨tzt werden konn-
ten (Culmsee et al., 2001). Der erniedrigte p53 Spiegel ging dabei einher mit einer erniedrigten
Expression des p53 Zielgens Bax, fu¨r das auch in dieser Arbeit eine erniedrigte Expression in
den Glu-Res Neuronen festgestellt wurde. Auch andere Arbeiten zeigten, dass p53 die Produk-
tion und / oder die mitochondriale Translokation des proapoptotischen Bax Proteins stimuliert
(Wood and Youle, 1995; Jordan et al., 1997; Chen et al., 1999; Sheikh und Fornace, 2000).
Die Hinweise darauf, dass p53 in Apoptose involviert ist, sind sehr stark. Allerdings scheint
p53 auch in protektive Signalwege, wie z.B. die bereits erwa¨hnte DNA-Reparatur, involviert
zu sein (Kastan et al., 1991). Nach welchen Mechanismen p53 agiert, ist noch nicht endgu¨ltig
gekla¨rt. Es ist denkbar, dass eine Zelle, deren DNA gescha¨digt wurde, zuna¨chst versucht, diesen
Schaden durch einen p53-vermittelten Prozess zu reparieren. Wenn das fehlschla¨gt, induziert
p53 den Zelltod durch Apoptose.
Mit Hilfe der Gen Expression Arrays wurde neben der verminderten Expression fu¨r p53 auch
eine reduzierte Expression anderer Tumor assoziierter Gene in Glu-Res Neuronen festgestellt.
Diese Gene kodieren fu¨r die Proteine Bax, Gadd45, c-Myc und p57 (Kip2) (s. Abschnitt 4.2.8).
Dies la¨sst die genannten Proteine auf den ersten Blick als guten Ansatzpunkt fu¨r neuroprotek-
tive Wirkstoffe erscheinen. Bei der ¨Uberlegung, diese Entdeckungen fu¨r einen Therapieansatz
zu nutzen, darf jedoch nicht außer Acht gelassen werden, dass p53 und die anderen genann-
ten Genprodukte auch Teile von Signalwegen sind, die bei Tumorzellen vera¨ndert sind. Diese
Tatsache als solche ist nicht besonders verwunderlich, da Tumorzellen ebenfalls Zellen sind,
die sich als gegen Stress resistent erweisen. Bei Tumoren richtet sich die Resistenz gegen die
ko¨rpereigene Abwehr und u.U. sogar einige Therapieformen.
Das Eingreifen in diese Tumor-assoziierten Signalwege, um Neuronen gegen oxidativen Stress
zu schu¨tzen, wie z.B. bei Alzheimer- oder Schlaganfallpatienten, ist demnach jedoch extrem
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kritisch. Schnell ko¨nnte das Eingreifen in diese Signalwege in einer unkontrollierten Zelltei-
lung resultieren. Um irgendwann in der Lage zu sein, solche Signalwege als Therapieansatz in
Erwa¨gung zu ziehen, ist es erforderlich, die Tumor assoziierten Signalwege noch besser zu ver-
stehen. Erst wenn das komplexe Netzwerk der Signaltransduktionswege in einer Zelle weiter
aufgekla¨rt ist, ist es u.U. mo¨glich, gezielte Vera¨nderungen in Tumor-assoziierten Signalwe-
gen vorzunehmen, die die Resistenz der Neuronen gegen toxische Einwirkungen erho¨hen ohne
gleichzeitig das Risiko katastrophaler Nebenwirkungen in sich zu bergen.
5.8 NFκB
Der nukleare Faktor κB (NFκB) ist ein Transkriptionsfaktor, der uspru¨nglich in seiner Funkti-
on als Aktivator von Genen des Immunsystems bei Entzu¨ndungsprozessen entdeckt wurde (Sen
und Baltimore, 1986). Spa¨ter wurde ihm besonderes Interesse zuteil, da NFκB der erste identifi-
zierte Transkriptionsfaktor war, dessen Aktivita¨t auch durch oxidativen Stress induziert werden
kann (Schreck et al., 1991). Dies macht ihn zur potentiellen pharmazeutischen Zielstruktur fu¨r
mit oxidativem Stress assoziierte Krankheiten, also auch fu¨r Morbus Alzheimer.
Der NFκB Signalweg wird heute zu den wichtigsten antiapoptotischen Signalwegen der Zel-
le geza¨hlt. Zu seinen Zielgenen za¨hlen u.a. die Gene fu¨r Zytokine, Wachstumsfaktoren und
Zelladha¨sionsfaktoren (Baldwin, 1996). In dieser Studie wurde eine versta¨rkte Expression von
NFκB in den Glu-Res Neuronen im Vergleich zu HT-22 N festgestellt. Dies deutet darauf hin,
dass auch in den hier verwendeten resistenten Neuronen eine Protektion u¨ber diesen Signalweg
stattfinden ko¨nnte.
NFκB ist ein heterodimeres Protein, das aus zwei Untereinheiten mit Molekulargewichten von
50 kDa bzw. 65 kDa zusammengesetzt ist. In seiner inaktiven Form ist es mit dem zytoplasmati-
schen Protein IκB assoziiert. Verschiedene Stimuli, wie z.B. IL-1, Glutamat oder Aβ, bewirken
eine Phosphorylierung und somit den Abbau der inhibitorischen Einheit IκB. Dadurch wird
NFκB freigesetzt und kann in den Zellkern u¨bergehen, wo es durch Bindung an κB-responsive
Elemente auf der DNA die Transkription von Zielgenen induziert.
Die Expression sowie der Proteinspiegel von IκB sind in den Glu-Res im Vergleich zu den sensi-
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tiven HT-22 Neuronen nicht vera¨ndert (nicht gezeigte Daten aus GEArray
”
Maus PathwayFinder-
1“ und Western Blots). Wa¨re dies der Fall gewesen, ha¨tte das die Bedeutung der beobachteten
erho¨hten NFκB Expression (s. Abbildung 4.20) deutlich vermindert.
Zur weiteren Kla¨rung der Bedeutung des NFκB-Signalweges fu¨r die Resistenzvermittlung in
dem hier verwendeten Zellmodell wa¨ren zusa¨tzliche Untersuchungen auf Proteinebene no¨tig.
Unabha¨ngig von deren Ausgang stellt NFκB jedoch in jedem Fall eine interessante Zielstruktur
fu¨r neuroprotektive Wirkstoffe dar.
5.9 Differential Display
Mit Hilfe der Methode des Differential Display wurde ein Expressionsunterschied in zwei in-
teressanten Genen, dem AMC-Gen und der 26S Untereinheit des Proteasoms, festgestellt. Au-
ßerdem konnte mittels In-Situ-Hybridisierungen eine starke Expression dieser Gene im Hippo-
kampus der Maus nachgewiesen werden. Der Hippokampus ist besonders anfa¨llig fu¨r oxidati-
ven Zelltod und weist im Gehirn von Alzheimer-Patienten einen großen Teil degenerierender
Neurone auf.
¨Uber die Funktion des AMC-Gens ist bislang nichts bekannt, folglich kann u¨ber die Bedeutung
seiner schwa¨cheren Expression in Glu-Res Neuronen im Vergleich zu HT-22 N Neuronen nur
spekuliert werden. Im idealen Falle wa¨re das Genprodukt von AMC in Signalwege involviert,
die Apoptose in Folge von oxidativem Stress auslo¨sen. Um diese Frage zu kla¨ren, mu¨sste die
Expression von AMC auch in anderen Modellen getestet und der Einfluss von Inhibition bzw.
¨Uberexpression von AMC auf das Resistenzverhalten von Zellen untersucht werden.
Weiterhin ist zu kla¨ren, ob fu¨r dieses Gen auch ein humanes Homolog existiert, da ein sol-
ches in den Sequenzdatenbanken nicht aufgefu¨hrt ist. Ein erster Versuch, ein solches Homolog
durch Southern Blot Analyse nachzuweisen, deutet darauf hin, dass dieses tatsa¨chlich existiert
(Resultate nicht gezeigt). Die Sonde hybridisierte mit einem humanen DNA-Fragement, das
durch Behandlung der DNA mit dem Restriktionsenzym Pst I entstanden ist sowie mit einem
Maus-DNA-Fragment, das durch Inkubation mit dem Restriktionsenzym Eco RV enstand. Die
Existenz eines humanen AMC-Homologs hat eine entscheidende Bedeutung fu¨r die Relevanz
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des hier gefundenen Ergebnisses fu¨r neurodegenerative Erkrankungen beim Menschen.
Die 26S Untereinheit des Proteasoms ist ebenso wie das AMC-Gen in Glu-Res Neuronen
schwa¨cher exprimiert als in HT-22 N Neuronen. ¨Uber die Funktion der ATP-abha¨ngigen Ubi-
quitin / Proteasom Kaskade ist mehr bekannt als u¨ber das AMC-Gen. Das 26S Proteasom ent-
steht, indem das 20S Proteasom u¨ber einen ATP-abha¨ngigen Weg mit anderen Untereinheiten
assoziiert (Eytan et al., 1989). Das 26S Proteasom ist im Zytoplasma und im Nukleus aller
eukaryontischen Zellen lokalisiert und ist in der Lage, ubiquitinylierte Proteine zu hydrolysie-
ren. Die Proteasom Aktivita¨t ist fu¨r die Aufrechterhaltung des normalen Zellzyklus wichtig,
indem es die zeitlich abgestimmte Degradierung verschiedener Zellzyklusinhibitoren und Tran-
skriptionsfaktoren bewirkt. Zu diesen za¨hlen verschiedene Cycline (Sudakin et al., 1995), das
Tumorsuppressorprotein p53 (Maki et al., 1996) sowie die Transkriptionsfaktoren c-Jun (Treier
et al., 1994) und c-Myc (Ciechanover et al., 1991).
Die verminderte Expression des Proteasom-Gens scheint jedoch keine gravierenden Auswir-
kungen auf die Aufrechterhaltung des Zellzyklus in Glu-Res Neuronen zu haben, da sich die
Wachstumsgeschwindigkeit der Glu-Res Neuronen nicht von der der HT-22 N Zellen unter-
scheidet (s. Abbildung 4.4). Die Anreicherung der genannten Zellzyklusregulatoren wird in den
Glu-Res Neuronen wahrscheinlich u¨ber einen anderen Mechanismus als die Proteasom abha¨ngi-
ge Degradierung verhindert. Ein mo¨glicher Regulationsmechanismus ko¨nnte die Inhibition der
Transkription sein, da zumindest fu¨r p53 und c-Myc eine verminderte Expression dieser Gene
in Glu-Res im Vergleich zu HT-22 N Neuronen festgestellt werden konnte (s. Abbildung 4.20).
Dem Proteasom konnte in fru¨heren Arbeiten auch eine Rolle bei Stress-induzierten Signal-
transduktionswegen nachgewiesen werden, indem es z.B. eine Rolle bei der Signal-induzierten
Degradierung von IκBα, dem zytoplasmatischen Inhibitor von NFκB, spielt (Palombella et al.,
1994). In den Glu-Res Zellen fu¨hrt die verminderte Proteasom Expression jedoch nicht zu ei-
nem erho¨hten IκBα-Spiegel, wie anhand von Western Blot Experimenten festgestellt werden
konnte (Daten nicht gezeigt).
Auch wenn aus dieser Arbeit nicht hervorgeht, ob und auf welche Weise die geringe Expres-
sion des 26S Proteasoms zur Resistenz gegen oxidativen Stress beitra¨gt, so ist das Ergebnis
als solches doch sehr interessant. Das Proteasom ist generell ein wichtiger Koordinator von
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Zellzyklus- und Apoptose-Vorga¨ngen und erwiesener Maßen auch in die Reaktion von Zellen
auf Stress involviert. Weitere Untersuchungen sind no¨tig, um die Relevanz der erniedrigten Ex-
pression dieses Gens in den Glu-Res Zellen abscha¨tzen zu ko¨nnen.
5.10 Chip-Hybridisierung
Fu¨r die Chip-Hybridisierung wurden Mikroarrays benutzt, die von Mikroarray-Gruppe des
Max-Planck-Insituts fu¨r Psychiatrie hergestellt wurden, indem PCR-Produkte der Mausgenban-
ken MMSV (Mus musculus sequence verified) und BMAP (Brain Molecular Anatomy Project)
auf Glasobjekttra¨ger aufgebracht wurden. Die Identita¨t der auf die Objektta¨ger aufgebrach-
ten cDNAs wurde nicht durch Sequenzierung u¨berpru¨ft. Da erfahrungsgema¨ß die Sequenzen
der klonierten cDNAs nicht immer mit den angegebenen Namen u¨bereinstimmen, ist es wahr-
scheinlich, dass ein Teil der aufgefu¨hrten Gennamen nicht mit den tatsa¨chlich unterschiedlich
exprimierten Genen u¨bereinstimmt. Dies ko¨nnte ein Grund dafu¨r sein, dass nur zwei von sie-
ben Expressionsunterschieden mit Hilfe der semiquantitativen PCR besta¨tigt werden konnten,
da die Primer fu¨r die PCR anhand der in den Datenbanken unter dem jeweiligen Gennamen
aufgefu¨hrten Sequenzen generiert wurden.
Um eine verla¨ssliche Aussage u¨ber Expressionsunterschiede in den in Tabelle 4.1 aufgefu¨hrten
Genen treffen zu ko¨nnen, ist es notwendig, die Sequenz der auf den Chip aufgebrachten cDNAs
zu u¨berpru¨fen. Außerdem muss der Expressionsunterschied mit Hilfe anderer Methoden, wie
z.B. der semiquantitativen PCR oder der Realtime PCR, verifiziert werden. Die Realtime PCR
ist dabei die sensitivere Methode. Ein dafu¨r erforderliches Gera¨t stand jedoch im Rahmen dieser
Arbeit nicht zur Verfu¨gung, so dass nicht nachgewiesene Expressionsunterschiede eventuell
auch auf die relativ geringe Sensitivita¨t der semiquantitativen PCR zuru¨ckzufu¨hren sein ko¨nnen.
Nachgewiesen werden konnten bislang Expressionsunterschiede in den Genen der Glutathion
Reduktase 1 (Gsr) und der 3-Oxoacid CoA Transferase (Oxct). Wa¨hrend Gsr in den Glu-Res
Neuronen schwa¨cher exprimiert ist als in den HT-22 N Neuronen, ist das Verha¨ltnis fu¨r Oxct
umgekehrt. Ob diese Expressionsunterschiede Einfluss auf das Resistenzverhalten der Zellen
nehmen oder ob sie lediglich einen Nebeneffekt der Langzeitinkubation mit Glutamat darstel-
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len, muss durch weitere Experimente gekla¨rt werden. Es wa¨ren zum Beispiel Transfektions-
Experimente denkbar, bei denen die genannten Gene in gegen oxidativen Stress sensitiven Zel-
len u¨berexprimiert werden bzw. Knock-out-Experimente, bei denen dieses Gene gezielt ausge-
schaltet werden. Eine Behandlung dieser Zellen mit oxidativen Stressoren wie beispielsweise
Glutamat oder Wasserstoffperoxid wu¨rde Aufschluss daru¨ber geben, ob das Resistenzverhalten
der Zellen durch Expressionsunterschiede in den Kandidatengenen vera¨ndert wird.
Besonders interessant ist die beobachtete Expressionsa¨nderung fu¨r Gsr, da dieses Gen sowohl
in den Glu-Res als auch den H2O2-Res Neuronen schwa¨cher exprimiert ist als in den HT-22 N
Neuronen (s. Abbildung 4.31). Da in der Literatur jedoch bislang nicht eine geringere, sondern
eher eine versta¨rkte Expression von Gsr mit einer erho¨hten Resistenz gegen oxidative Stressoren
in Verbindung gebracht wird (Mockett et al., 1999; White et al., 1999; Pena-Llopis et al., 2001),
liegt die Vermutung nahe, dass es sich um einen resistenzunabha¨ngigen Nebeneffekt handelt.
Es konnte bereits in fru¨heren Arbeiten gezeigt werden, dass die Inkubation von Zellen mit
oxidativem Stress hervorrufenden Substanzen zu einer Reduktion der Glutathion Reduktase
fu¨hren kann (Montilla-Lopez et al., 2002; Dincer et al., 2002).
Die Funktion von u¨ber einem Drittel der in Tabelle 4.1 aufgefu¨hrten Gene ist bislang unbekannt.
Dies sind sehr interessante Kandidaten fu¨r die Suche nach Genen, die in gegen oxidativen Stress
resistenten und sensitiven Zellen differentiell reguliert sind, da sie mo¨glicherweise in bislang
unbekannte Signalwege involviert sind. Es ist durchaus mo¨glich, dass ein oder mehrere dieser
Gene einen Ansatzpunkt fu¨r eine Therapie von mit oxidativem Stress in Verbindung stehenden
neurodegenerativen Krankheiten wie z.B. Morbus Alzheimer darstellen ko¨nnten.
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